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Le chitosane est un polysaccharide constitué majoritairement d’unités de glucosamine et de N- 
acétyl-glucosamine liées par la liaison glycosidique P-(l,4). Les groupements amines des unités 
glucosamines confèrent une caractéristique biologique très importante au chitosane, car à pH 
légèrement acide ils se chargent positivement, permettant sa liaison avec des composés chargés 
négativement. Cette caractéristique importante crée un potentiel d’exploitation dans différents 
domaines : biomédical, pharmaceutique et agricole.
Pour de nombreuses applications, il est important de contrôler le poids moléculaire du 
chitosane. Ceci peut être fait par hydrolyse enzymatique en utilisant les chitosanases (Csn). Le 
problème rencontré dans l’industrie lors de l’hydrolyse du chitosane à de fortes concentrations est la 
viscosité, cette dernière augmentant avec la concentration du substrat. Pour contourner le problème de 
viscosité, l’hydrolyse du chitosane doit se faire à des températures élevées, d’où l’importance d’avoir 
des chitosanases thermostables. Le but de mon projet de doctorat est la recherche de chitosanases 
thermostables qui peuvent mener la réaction d’hydrolyse du chitosane à de hautes températures. La 
procédure mise au point pour isoler ces chitosanases était planifiée pour moduler l’effet antimicrobien 
du chitosane qui augmente avec son poids moléculaire. Les objectifs spécifiques de ce projet sont, 
mettre au point un nouveau dosage de Csn, purifier, caractériser et cloner le gène des chitosanases les 
plus thermostables sélectionnées et mettre au point un milieu de production de chitosanase.
La première étape du projet est la recherche de nouvelles chitosanases thermostables, via un 
criblage ciblé de bactéries productrices de chitosanases. En effet, une nouvelle méthode 
d’enrichissement était utilisée par l’ajout de chitosane de différents poids moléculaires à notre source 
bactérienne, soit les composts. La deuxième étape, est la réalisation d’un dosage de l’activité 
chitosanase en utilisant le soluble-dyed Remazol Brillant Bleu-Chitosane (sRBB-C) qui a été mise au 
point pour détecter à grande échelle une activité chitosanase de manière facile et rapide. Enfin, la 
troisième étape est un test de thermostabilité en présence de substrat, appliqué à des chitosanases
choisies, pour sélectionner les plus performantes à l’étape de la purification. Parmi le lot de 
chitosanases testées, la chitosanase notée Csnl794 s’est distinguée par sa thermostabilité à 70 °C, ainsi 
elle a été retenue pour des études plus approfondies. Les études biochimiques réalisées sur la Csnl794 
après purification ont révélé qu’elle a un poids moléculaire de 40 kDa, un pH optimal de 4.8 et des Km 
et &ca, de 0.042 mg/ml et 7588 m in1 respectivement. Le temps de demi-vie de la Csnl794 en présence 
de chitosane est plus de 20 heures à 70 °C. L’activité de la Csn 1794 varie légèrement avec le degré 
d’acétylation du chitosane, elle hydrolyse la carboxyméthyl-cellulose, mais pas la chitine. Le clonage 
du gène de la Csnl794 par génétique inverse a permis de déterminer sa séquence. Ce gène code pour 
une protéine de 441 acides aminés. La Csnl794 appartient à la famille 8 des glycosides hydrolases 
(GH8).
Le rang taxonomique de l’isolat produisant la Csnl794 a été déterminé par des méthodes classiques 
ainsi que par des tests de biologie moléculaire. Les résultats obtenus indiquent qu’il s’agit d ’un isolât 
appartenant à une espèce non caractérisée appartenant au genre Paenibacillus qu’on a appelé 
Paenibacillus sp. 1794.
Enfin, la méthode dé plan d’expériences était utilisée pour mettre au point le milieu de production de la 
Csnl794. Les essais réalisés par les plans d’expériences Plackett- Burman ont permis non seulement de 
définir un milieu de base pour la production de la Csnl794, mais aussi les oligosaccharides et le sucrose 
se sont distingués comme facteurs à effet nettement positif sur la production de la Csnl794. Les essais 
par plans d’expérience Box-Hunter ont permis l’étude d’interactions entre les différents facteurs dont le 
niveau était déterminé par les plans Taguchi. Les résultats obtenus indiquent qu’en plus de milieu de 
base, l’ajout de 10g/l de glucosamine, 7g/l d’oligosaccharide et 4g/l de sucrose constitue la meilleure 
combinaison pour un milieu qui permet de produire une moyenne de 7U/ml de Csnl794 d’une manière 
constante.
En conclusion, nous disposons d ’une nouvelle chitosanase thermostable, facile à produire et à 
purifier, qui sera un outil adéquat pour l’application au niveau industriel. Ceci va non seulement 
permettre de mener le processus d ’hydrolyse de chitosane à haute température, mais aussi d’utiliser de 
grandes concentrations de substrat sans que la viscosité ne devienne excessive. Au niveau de la 
recherche fondamentale, la Csn 1794 peut nous apporter plus d’informations d’une part, sur la 
thermostabilité des enzymes et d’autre part, sur les enzymes de la famille GH8, notamment les 
chitosanases.
Mots clés
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INTRODUCTION
L’utilisation d’une technologie dite « technologie verte » devient une nécessité de nos jours 
pour pouvoir limiter les dégâts infligés à notre environnement ces dernières décennies par toute sorte de 
procédés nocifs. Ainsi, de plus en plus d’industries remplacent l’utilisation des processus chimiques par 
des méthodes enzymatiques à cause de leur grand intérêt écologique. Parmi ces enzymes, les 
thermozymes sont ceux qui connaissent le plus de succès. Les thermozymes sont des enzymes qui 
gardent leur stabilité et donc leur activité, dans des conditions extrêmes telles que des températures 
élevées.
1. Application des thermozymes en biotechnologie '
Il existe plusieurs avantages à l’utilisation des thermozymes en industrie. En premier lieu, les 
thermozymes ne sont pas seulement des enzymes thermostables, mais aussi des enzymes actives dans 
des conditions extrêmes, comme un pH élevé ou une faible concentration d’eau. De plus, elles 
permettent l’utilisation de solvants organiques et de détergents, et elles présentent une grande résistance 
aux protéases (Bruins et al., 2001). En second lieu, les processus menés à de hautes températures 
réduisent énormément le risque de contamination. En effet, les températures aux alentours de 70°C sont 
largement suffisantes pour tuer et réduire le nombre de bactéries contaminantes. En troisième lieu, la 
température élevée réduit la viscosité qui constitue un des facteurs limitants le plus importants au 
niveau industriel. En réalité, réduire la viscosité a des répercussions positives non seulement sur les 
coûts de pompage, de filtration et-de centrifugation, mais permet aussi l'utilisation de faibles niveaux 
d'eau au cours des différents traitements. En outre, à des températures plus élevées, le substrat va bien 
se dissoudre augmentant ainsi le rendement des produits (Bmins et al., 2001). On essaye d’exploiter 
aussi les enzymes thermostables dans le but de résoudre quelques problèmes environnementaux comme 
l’élimination des polluants qui contiennent du sulfure (Haki and Rakshit, 2003). En dernier lieu, au 
niveau de la recherche fondamentale, les enzymes thermostables améliorent notre compréhension de la 
thermostabilité. Plusieurs mécanismes de stabilisation de protéines comme les interactions
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hydrophobes, les liaisons hydrogènes et les ponts salins, ont été déterminés grâce à la comparaison de 
structure entre les thermozymes et les mésozymes (Zeikus et al., 1998).
Des exemples d’enzymes thermostâbles appliquées en biotechnologie, seront présentés dans la section 
qui suit:
1.1. Les amylases thermostables
L’amidon est un polysaccaride constitué de deux mélanges de polymères à savoir, l’a-amylose 
(10 à 30%) et l’amylopectine (70 à 90%) (Garrett and Grisham, 2000). L ’a-amylose est constitué de 
chaînes linéaires d’unités de D-glucose liées par les liaisons osidiques a (1*4). Cependant, 
l’amylopectine est une molécule fortement ramifiée de courtes chaînes de D-glucose liées en a (1*4) 
sur lesquelles viennent se greffer par des liaisons a (1*6) des chaînes latérales (Hopkins, 2003).
L’industrie de l’amidon emploie beaucoup d’enzymes lors du processus d’hydrolyse, ce 
dernier se déroule sur plusieurs étapes. L’amidon brut est constitué de granules semi-cristallines 
insolubles; ainsi dans une première étape il faut les chauffer dans l’eau, ce qui cause une gélatinisation 
du polymère. L’a-amylase est une enzyme qui coupe les liens a (1*4); elle est utilisée lors d’une 
seconde étape appelée «liquéfaction». Cette étape consiste à hydrolyser les longues chaines de sucres en 
molécules de maltose. Plusieurs a-amylases ont été identifiées: la plus utilisée est celle isolée de 
Pyrococcus woesei qui reste active après autoclavage pendant 4h à 120°C (Bruins et al., 2001). La 
Thermamyl est une a-amylase produite par Bacillus licheniformis disponible commercialement utilisée 
pour la production des sirops de glucose (Haki and Rakshit, 2003).
1.2. Les xylanases thermostables
L’hémicellulose est l’un des polymères les plus répandus sur terre. Cet hétéropolymere est 
composé de xylane, mannane, galactane et arabinane. Le xylane est composé d’une chaîne latérale 
d’unités de xyloses liées entre elles par la liaison osidique p (1*4). À cette chaîne s’ajoutent les résidus
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ramifiés, 4-0 méthyl-a-D-acide glucuronique et L-arabinofuranose liés par les liaisons a  (1*2) et a 
(1*3) respectivement (Bastawde, 1992).
Dans l’industrie papetière, le bois utilisé pour la production de la pâte à papier est traité à de 
hautes températures dans un milieu à pH basique; ceci implique l’utilisation d’enzymes thermostables 
active à de tels pH pour dégrader la fraction de xylane et contribuer au blanchiment de la pâte. Plusieurs 
xylanases ont été rapportées dans la littérature. Pour certaines, on rapporte une demie- vie d’une heure à 
55°C et pour d’autres l’activité est stable jusqu’à 100°C. Plusieurs xylanases sont répertoriées par Haki 
et Rakshit (Haki and Rakshit, 2003) dont par exemple: la xylanase produite par Thermoascus 
aurantiacus qui est active à 50°C et la xylanase produite par Thermotoga sp.FjSS3-Bl, qui est active à 
115°C.
1.3. Les cellulases thermostables
La cellulose est le polysaccharide le plus abondant sur terre, cette dernière est constituée 
d’unités de glucose liées entre elles par la liaison glycosidique p (U4). La cellulose est de nature 
cristalline insoluble dans l’eau produite sous forme de fibres d’une structure dense, d’où l’intérêt de 
disposer de cellulases thermostables. La cellulose est hydrolysée par des endoglucanases, exoglucanases 
et p-glycosidases. Les endoglucanases qui hydrolysent la cellulose génèrent des oligosaccharides, du 
cellobiose et du glucose, tandis que les exoglucanases génèrent presque exclusivement du cellobiose. 
Les endo-cellulases appartenant à la famille 9 des glycosides hydrolases ont été étudiées pour 
augmenter leur thermostabilité par la méthode de «family-shuffling». Dans cette étude, la température 
optimale de l’enzyme obtenue était augmentée de 10°C par rapport à l’enzyme parentale et elle gardait 
54% de son activité après incubation de 150 min à 50°C (Ni et al., 2007).
Dans l’industrie pharmaceutique, l ’intérêt pour des p-glycosidases thermostables est croissant 
pour hydrolyser le cellobiose en glucose. Par ailleurs, les cellulases thermostables sont utilisées à 
l’échelle industrielle pour: l’extraction de la couleur des jus, le blanchissement des jeans et le
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prétraitement de biomasse composée de cellulose dans le but d’améliorer la qualité nutritionnelle (Haki 
and Rakshit, 2003).
2. Chitosane et chitosanases
La chitine et son dérivé le chitosane, sont deux polymères d’un grand potentiel biologique. 
L’intérêt de leur production industrielle provient de l’importante quantité de ressources naturelles 
produites par l’industrie de pêche. En effet, la production mondiale annuelle de la chitine par les 
crustacés marins est estimée à 2,3x109 tonnes (Jeuniaux et al., 1993). Au niveau commercial, la chitine 
et son dérivé le chitosane (obtenu pas désacétylation de la chitine) sont extraits des carapaces de 
crustacés, comme les crevettes et le crabe contribuant ainsi à la préservation d’environnement, car 
actuellement ces déchets d’industrie de la pêche sont rejetés en mer et peuvent poser d’importants 
problèmes environnementaux, vu que la carcasse des crustacés est lentement biodégradable (Crini et al., 
2009).
2.1. La chitine
La chitine est un polysaccaride naturel formé d’unités N-acétyl-P-D-glucosamine liées par des 
liens p (1*4) (figure 1). Elle se trouve principalement chez certains invertébrés (insectes, crustacés, 
mollusques, nématodes) où elle constitue un élément de soutien des téguments. On la retrouve en 
particulier dans la composition de leur cuticule. La paroi cellulaire de certains champignons, comme les 
ascomycètes et les levures est composée de 2.9 à 20.1% de chitine (Crini et al., 2009).
Vu les caractéristiques de la chitine, comme: la biodégradabilité, la non-toxicité et les 
propriétés antibactériennes, la chitine trouve plusieurs domaines d’application. Par exemple, elle est 
largement utilisée pour immobiliser des enzymes et des cellules entières. L'immobilisation d'enzymes a 
des applications dans l'industrie alimentaire, tels que la clarification des jus de fruits et la transformation 
de lait lorsque des amylases ou des invertases sont greffées sur la chitine. De plus, il existe des
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matériaux à base de chitine qui sont utilisés pour le traitement des polluants industriels. La chitine peut 
être traitée sous forme de films et des fibres dotées de plusieurs qualités (non allergènes, 
antibactériennes) ce qui a permis leur utilisation lors du processus de la fabrication du papier. 
Cependant, la principale application du film et de la fibre de chitine se situe dans le domaine médical et 















Figure 1. Structure chimique de la chitine
2.2. Ile chitosane
Le chitosane est un polysaccharide mixte, où des unités de D-glucosamine ou de N-acétyl-D- 
glucosamine se trouvent liées par des liens de type p (1—»4) (figure 2). Dans la nature, le chitosane est 
retrouvé dans la paroi cellulaire de certains champignons, notamment les Zygomycètes (Mucor), dans 
l’exosquelette des insectes (pendant leur cycle vital en préparation de la mue) et dans la paroi cellulaire 
de certaines algues vertes (Chlorella sp.). A l’échelle industrielle, le chitosane est obtenu par 
désacétylation de la chitine. La technique la plus utilisée est la désacétylation alcaline qui implique 
l’ébullition de la chitine dans du NaOH 40% à 120°C durant 1 à 3 heures. Ce traitement permet 













Figure 2. Structure chimique du chitosane
2.2.1. Propriétés chimiques du chitosane
Les groupements amines du chitosane lui confèrent sa caractéristique chimique la plus 
importante. En effet, la transformation de -NH2 en -NH3+ dans un milieu acide augmente la densité de 
charges positives, permettant ainsi au chitosane d’avoir un degré élevé de réactivité chimique. 
L’aptitude du chitosane à interagir avec d’autres substances chimiques (ions, molécules, 
macromolécules), est attribuée aux propriétés hydrophiles des chaînes moléculaires (dues à la présence 
de nombreux groupes hydroxyles des unités glucoses, permettant ainsi une possibilité de ponts 
hydrogène et de liaison intra et/ou inter-macromoléculaire), à la présence et la réactivité de groupes 
fonctionnels, comme les groupements hydroxyles, amines et acétamide et à la structure flexible de 
chaînes de polymères (Dutta et al., 2004).
Le caractère cationique du chitosane en milieu acide permet la fixation de cations ou d’anions 
métalliques. Cette association sélective avec les espèces anioniques fait du chitosane un excellent agent 
de floculation dans le traitement des eaux polluées (voir section 2.3.2). Par ailleurs, les propriétés du 
chitosane dépendent fortement du pH, car au-delà d’un pH de 6.5, il précipite et la chaîne 
macromoléculaire ne comporte plus de groupements ionisés, mais il possède alors de bonnes propriétés 
çhélatrices dues, au doublet électronique de l’atome d’azote qui devient disponible (Crini et al., 2009).
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2.2.2. Propriétés biologiques du chitosane
Le chitosane possède plusieurs propriétés biologiques, il est par exemple non toxique et 
biodégradable, de plus il est biocompatible, car sa présence dans un organisme entraine des réactions 
d’inflammation et de rejet très limitées. De plus, c’est un agent antibactérien et antifongique, vu qu’il 
inhibe la croissance de nombreux parasites et réduit le développement des infections. Le chitosane 
possède également des propriétés antitumorales, ainsi que des propriétés cicatrisantes remarquables. Il 
augmente la vitesse de cicatrisation des plaies ouvertes en stimulant là réponse immunitaire et la 
reconstruction des tissus tout en prévenant les infections microbiennes (Crini et al., 2009).
2.2.3. Propriétés physico-chimiques du chitosane
• Le degré de désacétylation
Le pourcentage des unités de N-acétyl-D-glucosamine est défini comme le Degré de N- 
Acétylation du chitosane (DA), tandis que le pourcentage des unités de D-glucosamine est appelé le 
Degré de DésAcétylation (DDA) du chitosane. La chitine est obtenue en tant qu’un polymère avec un 
DA de plus de 90% et la désacétylation partielle de ce polymère permet la production du chitosane 
(Mourya et al., 2011).
• Le poids moléculaire (PM)
Selon leur poids moléculaire, les formes de chitosane peuvent être divisées en chitosane de 
haut, moyen ou faible poids moléculaire, ces dernières appelées généralement des 
chitooligosaccharides. Les chitosanes de haut PM dit aussi (« High Molecular Weight Chitosan : 
HMWC ») ont un PM qui varie généralement entre 100 et 3000 kDa. Les chitosanes de faibles poids 
moléculaires appelés aussi (« Low Molecular Weight Chitosan : LMWC ») ont un PM entre 10 et
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100 kDa (Blanchard et al., 2003). Enfin, les chitosanes de petit poids moléculaires représentés par des 
chitooligosaccharides (« Chitosan OligoSaccharides : COS ») ont un PM entre 0.4 et 10 kDa (Park et 
al., 2001). Les chitosanes commercialisés sont le plus souvent caractérisés par un PM allant de 1500 Da 
à 50-3000 kDa avec un DDA de 50 à 100% (souvent 80 à 90%). L ’hétérogénéité de ces chitosanes est 
le résultat de la transformation relativement incontrôlée de la chitine native impliquant à la fois la 
désacétylation et la dépolymérisation (Mourya et al., 2011).
• La viscosité
La viscosité du chitosane est liée à la conformation des chaînes de macromolécules en solution. 
Elle dépend non seulement du DDA, mais aussi du pH: plus le pH est bas, plus la viscosité est forte. La 
viscosité augmente également avec le DDA, car plus le polymère est désacétylé, plus la proportion de 
groupements amines libres est importante et plus il est soluble. Le DDA et le pH sont deux paramètres 
qui déterminent la densité de charge sur la chaîne du polymère de chitosane. Lorsque celle-ci est élevée, 
la conformation des macromolécules est très étendue en raison des phénomènes de répulsion des 
chargés et la viscosité des solutions est importante. En revanche, lorsque le polymère est peu chargé, les 
chaînes macromoléculaires sont sous forme de pelotes statistiques caractérisées par une faible viscosité 
due aux phénomènes d’interactions entre les chaînes. La viscosité augmente également avec la 
concentration et elle est fonction du PM des chaînes macromoléculaires (Crini et al., 2009). La viscosité 
du chitosane est affectée par certains traitements physiques et chimiques comme le chauffage, le 
traitement aux ultrasons et l’action de certains solvants organiques. De plus, la viscosité diminue 
considérablement avec l’augmentation de la température. En revanche, les solutions de chitosane 
stockées à 4°C ont une viscosité relativement stable (El hefian et al., 2009).
2.3 Applications du chitosane
Le chitosane trouve de nombreuses applications dans différents domaines en raison de ses 
nombreuses et diverses propriétés énumérées ci-haut. Toutes les applications du chitosane sont 
intimement liées à son caractère polycationique qui est unique parmi les polymères naturels. À noter
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que chacune des applications du chitosane est amplement affectée par son PM et son DDA. De 
nombreux brevets internationaux sur l’utilisation du chitosane ont été. déposés dans des secteurs 
économiquement porteurs comme les industries cosmétiques, biomédicales ou alimentaires. On 
dénombre actuellement plus de 2000 applications concrètes (Crini et al., 2009).
2.3.1 Agriculture
À l’heure actuelle, l’enrobage des semences par du chitosane est l’une des applications les plus 
utilisées en agriculture. L’utilisation de cette méthode a augmenté de 10 à 30% le rendement des 
cultures de blé, pois et lentilles, ce qui a mené à l’acceptation de son utilisation pour les semences de 
blé dans onze états des Etats-Unis (Li et al., 1992). En agronomie, l’enrobage de semences des céréales 
avec des oligosaccharides de chitosane leur permet de résister aux attaques de champignons et de 
bactéries pathogènes. Le chitosane est un biofongicide naturel très efficace envers le Fusarium 
oxysporum, un champignon qui cause la pourriture racinaire des tomates cultivées en serre et en plein 
champ (Crini et al., 2009). La fusariose de l’épi est une maladie causée par l’agent pathogène Fusarium 
graminearum, elle touche le blé et cause d’importantes pertes de rendement et de qualité. En 1993, les 
pertes dues à la réduction du rendement et la qualité du blé ont été estimées dans les provinces 
atlantiques du Canada par 75 millions dollars canadiens (Reddy et al., 1999). Le traitement des 
semences de blé par 2 à 8 mg/ml de chitosane permet de contrôler l’infection par Fusarium 
graminearum contribuant ainsi à l’amélioration de la qualité des semences (Reddy et al., 1999).
Plusieurs travaux ont été menés pour élucider les mécanismes par lesquels le chitosane induit 
la réponse de défense chez les plantes. En effet, la nature polycationique du chitosane facilite son 
interaction avec des résidus de macromolécules chargés négativement exposés à la surface cellulaire, 
induisant ainsi une série de modifications morphologiques et structurales ayant comme conséquence la 
formation d’hyphes désorganisés associés à une inhibition de la croissance fongique. En outre, le 
changement de la perméabilité membranaire et l’agrégation cytoplasmique dues à la propriété 
polycationique du chitosane a pour conséquence la perturbation des activités d'un certain nombre
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d'enzymes impliquées dans la synthèse de polymères et l'assemblage de parois cellulaires (El Hadrami 
et al., 2010).
D’autre part, le chitosane peut interagir avec l’ADN des plantes induisant ainsi leur système de 
défense. L’activation transcriptionnelle des gènes liés à la défense induite par des oligochitosanes était 
étudiée en réalisant des puces à ADN. Dans le but d’analyser les modifications d’expression de gènes 
de Brassica napus (colza) provoquées par les oligochitosanes, 8095 marqueurs de séquences exprimées 
ou Expressed Sequence Tags (ESTs) étaient utilisés. Les résultats obtenus indiquent que chez les 
plantes traitées par des oligochitosanes, le niveau d’ARN pour 393 gènes était d’au moins deux fois 
plus important que chez les plantes non traitées. L ’analyse de ces gènes a montré qu’ils sont impliqués 
dans différents processus- tels que les mécanismes défense et la transduction du signal. De plus, 
l’induction des gènes régissant la biosynthèse d’hormones requises pour la transduction du signal 
conduisant à la résistance des plantes aux agents pathogènes et les insectes comme le gène de la 
synthétase de l’acide jasmonique suggère que les oligochitosanes activent l'immunité innée chez les 
plantes de Brassica napus (Yin and Du, 2011).
Enfin, pour le contrôle des maladies de plantes, le chitosane est souvent utilisé comme un 
éliciteur puissant plutôt qu'un agent antimicrobien direct ou toxique, car sa toxicité directe reste 
dépendante de certaines propriétés telles que la concentration appliquée, le PM, le DA, le pH et la 
viscosité. Le DA définit les sites avec lesquels des groupes nucléophiles peuvent réagir et la viscosité 
fournit un environnement qui pourrait étendre la durée et l'intensité des réactions (El Hadrami et al., 
2010).
2.3.2 Traitement de l’eau et des déchets
La contamination de l’eau par des produits chimiques comme les métaux est l’un des 
problèmes environnementaux les plus graves en vue de ses répercussions directes sur la santé de
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l’homme. Parmi les techniques utilisées pour la décontamination d’eau, on trouve l’UltraFiltration 
Assistée par Complexation (UFAC), la fixation d’ions métalliques, l’adsorption et la coagulation 
floculation.
L’UFAC est une technique de séparation physique basée sur le transfert partiel d’un mélange 
en phase liquide à travers une membrane semi-perméable où la taille des polymères qui seront fixés est 
augmentée artificiellement en ajoutant des chaînes macromoléculaires. Les avantages de l’utilisation du 
chitosane en UFAC sont d’une part, l’excellente capacité de chélatation de chaînes de polymères vis-à- 
vis de nombreux métaux, notamment ceux utilisés en industrie des traitements de surface, et d’autre 
part, la bonne sélectivité des séparations obtenues (Fievet and Crini, 2009).
Le chitosane était utilisé pour éliminer des ions métalliques et réduire les odeurs, et aussi 
comme floculant pour clarifier l’eau potable et l’eau des piscines (Rinaudo, 2006). Il a été rapporté dans 
la littérature que les deux métaux qui se fixent facilement sur le chitosane sont: Cu2+ et Hg2+ (Fievet and 
Crini, 2009). Le chitosane possède également une grande capacité à séparer des métaux ou à les 
récupérer sélectivement à partir de milieux complexes. Cette propriété est particulièrement intéressante 
pour une application industrielle en décontamination sur des mélanges hétérogènes (Fievet and Crini, 
2009). La fixation des ions métalliques par du chitosane peut faire intervenir différents mécanismes, à 
savoir la complexation de cations métalliques par les fonctions amines dues à la présence de doublet 
d’électrons libres sur les atomes d’azote, la fixation par échange d’ions dû à l’attraction électrostatique 
d’anions sur le chitosane protonné en milieu acide (Fievet and Crini, 2009). Les études menées sur les 
mécanismes de chélation du cuivre par du chitosane proposent deux mécanismes: le premier 
mécanisme, dit modèle pendant (« pendent model ») qui considère que le métal est lié à une fonction 
aminée telle un pendentif (figure 3). Le deuxième est un mécanisme par pontage («bridging model») 
qui met en jeu deux fonctions aminées appartenant à deux chaînes macromoléculaires ou à une même 





"HO-**-*- Çu - OH'
on
HO
Figure 3. Formation de complexes chitosane -  Cu (II)
De nombreuses filières industrielles telles que l’industrie plastique et la filière papetière sont 
de gros consommateurs d’eau et utilisent des colorants synthétiques pour colorer leurs produits. Ces 
colorants peuvent se retrouver dans les eaux usées. La règlementation en matière de rejet d’eaux 
industrielles usées est de plus en plus sévère et oblige les industriels à traiter leurs effluents avant rejet. 
Comparé aux adsorbants conventionnels, comme le charbon actif et les résines commerciales, le 
chitosane peut fixer fortement par adsorption une large gamme de polluants, dont les molécules de 
colorants. En effet, la structure du chitosane est caractérisée par la présence de groupements amines et 
de groupements acétamide, auxquels s’ajoutent de nombreuses fonctions hydroxyle qui lui confèrent à 
la fois un fort caractère hydrophile et très réactif. Tous ces groupements sont susceptibles d’interagir 
avec les colorants. Dans le cas du chitosane commercial pour application dans le domaine du traitement 
des eaux, le PM est généralement faible, compris entre 100 et 500 kDa (Crini et al., 2009). Les études 
menées sur la capacité maximale d’adsorption du chitosane pour les colorants Reactive Red, Reactive 
Black et Reactive Yellow ont montré qu’elle est de 1653, 1009 et 885 mg/g (milligramme de colorant 
par gramme de chitosane) respectivement (Crini and Badot, 2008), D’autre part, un gramme de 
chitosane adsorbe 2.5g de colorant Reactive Blue 2 alors que dans les mêmes conditions 
expérimentales, le charbon commercial n ’adsorbe que 217.2 mg de colorant par gramme (Crini et al., 
2009).
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Les mécanismes d’adsorption font appel à certains nombres d’interactions. L ’interaction 
prépondérante responsable de la fixation des colorants par du chitosane a lieu entre les fonctions amines 
du chitosane en milieu acide et les fonctions chimiques des molécules de colorant. L’interaction entre le 
chitosane et un colorant anionique a lieu en trois étapes (figure 4). En premier lieu, une étape de 
protonation: pour un chitosane faiblement acétylé (10 à 15 %) la plupart des groupes aminés sont 
protonnés en milieu acide, conférant ainsi au chitosane un caractère polycationique ce qui lui permet de 
fixer des colorants anioniques. Ensuite, une étape de dissociation: les groupements ionisables du 
colorant se dissocient en solution aqueuse. Finalement, on observe une étape d’interaction 
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Figure 4. Schéma d’interaction entre le chitosane et un colorant anionique
En revanche, l’étude de la fixation du colorant Rouge Congo par le chitosane a mis en évidence 
l’implication d’interactions différentes. En effet, il peut y avoir des interactions ioniques 
colorant/chitosane, des liaisons hydrogène entre les groupements hydroxyles du chitosane (accepteurs 
de doubles libres) et le donneur de proton (le colorant), des forces de Van der Waals s’exerçant ente les 
noyaux benzéniques du colorant et la particule de chitosane, ou encore des interactions hydrophobes
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colorant-colorant. La prédominance de chaque interaction dépend des conditions expérimentales 
utilisées (Crini et al., 2009).
La figure 5 montre les différentes interactions possibles entre le Rouge Congo et le chitosane 
(Chatteijee et al., 2007).
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Figure 5. Interactions possibles entre des chaînes de chitosane et le colorant Rouge Congo
(i) Interactions ioniques (ii) ponts hydrogène entre les groupes hydroxyles du chitosane et les résidus négatifs du colorant (iii) ponts 
hydrogène entre les groupes hydroxyles du chitosane et les résidus aromatiques du colorant.
La coagulation est un processus impliquant, en premier lieu, la déstabilisation d’une 
suspension colloïdale de chitosane suivie par l’agrégation des particules générant de petits flocons. 
Cependant, la floculation consiste en un grossissement des flocons sous l’influence d’un brassage 
modéré, suivi d’une sédimentation de ces flocons lorsqu’ils deviennent assez lourds. Dans la plupart des 
cas, ces deux processus sont indissociables, ayant lieu simultanément, surtout lorsque la coagulation est 
prononcée et les temps d’agitations sont prolongés (Azzouz, 2009). La coagulation/floculation est un 
processus généralement utilisé dans les premières étapes de traitements des eaux usées au niveau 
industriel.
Les caractéristiques physicochimiques du chitosane font de lui un excellent agent coagulant et/ou 
floculant. En effet, il présente des caractéristiques d’un coagulant et de floculant, à savoir une grande 
densité de charge cationique, des chaînes de polymères longues, formation d’agrégats et précipitation 
dans des conditions de pH neutre ou alcalin. Son utilisation est justifiée par deux importants avantages: 
d'une part, sa non-toxicité et sa biodégradabilité et, d'autre part, son comportement remarquable en tant
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que chélateur (Renault et al., 2009). L ’efficacité du chitosane sur la coagulation et la floculation des 
suspensions organiques est améliorée par l’utilisation de lots de chitosane à haut DA et faible PM 
(Aranaz et al., 2009)
2.3.3 Nutrition
Dans l’élaboration des aliments, il est nécessaire d’ajouter des additifs alimentaires en raison 
de leurs effets positifs notamment au niveau de la stabilisation et la conservation des aliments. Ces 
additifs assurent la qualité du produit jusqu’au moment de sa consommation en protégeant les aliments 
non seulement de la contamination microbienne, mais également des phénomènes d’oxydation. La 
tendance mondiale de la consommation a montré un intérêt accentué pour des produits contenant des 
additifs naturels, ce qui a renforcé la recherche de nouveaux produits à base de chitosane pouvant être 
utilisés comme, conservateur, stabilisateur ou épaississeur d ’aliments.
L’utilisation du chitosane dans l’industrie alimentaire n ’est pas encore généralisée, à l’exception des 
pays asiatiques (Japon, Corée) où on peut trouver de nombreux produits alimentaires enrichis en 
chitosane (pâte de soja, pommes frites, nouilles). Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration 
(FDA) permet d’utiliser le chitosane comme ingrédient GRAS (« Generally Recognized as Safe ») dans 
certaines applications et comme film comestible pour protéger les aliments (Mateos, 2009). Le 
chitosane peut être utilisé comme épaississant et stabilisant pour les sauces, agent conservateur ou 
comme revêtement antibactérien pour les fruits (Rinaudo, 2006). En général, le chitosane de faible PM 
(5-27 kDa) et de PM moyen (48-78 kDa) avec un DDA de 85 à 98% inhibe la croissance des bactéries à 
Gram positif et Gram négatif d’où son efficacité comme agent antimicrobien (Aranaz et al., 2009). Le 
chitosane peut être utilisé pour retarder ou prévenir l’oxydation d’autres composés, principalement les 
graisses (lipides), ce qui évite à l’aliment de rancir. Plusieurs travaux ont rapporté la capacité du 
chitosane à réduire l’oxydation lipidique dans la chair de poissons, des produits de la pêche et dans les 
viandes. Le chitosane permet par exemple d’extraire le fer qui est responsable des mauvaises odeurs 
dans les viandes. En outre, ces performances dépendent de son PM et DA (Mateos, 2009).
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Le principal mécanisme de l’effet antimicrobien du chitosane, semble impliquer la liaison entre 
les groupements amines NH3+(chargés positivement) et les groupes carboxylates COO' (chargés 
négativement) situés à la surface de la membrane des cellules bactériennes. De telles liaisons ont pour 
conséquences, la modification de la répartition des charges négative et positive sur les surfaces des 
membranes cellulaires, ce qui conduit à un affaiblissement et à la rupture de la membrane, suivie d’une 
fuite des composants cellulaires. Ce mécanisme est confirmé par des études par microscopie 
électronique montrant que le polymère de chitosane se lie à la membrane externe des bactéries, ainsi 
que par microscopie à force atomique où il a été montré que des nanoparticules de chitosane induisent 
la perturbation de la membrane cellulaire et des fuites du cytoplasme chez Salmonella choleraesuis 
(Friedman and Juneja, 2010).-
Un effet antioxydant peut avoir lieu en mélangeant le chitosane avec des aliments 
contenant des radicaux libres de type peroxyde. Cependant, il n’est pas tout à fait clair pourquoi le 
chitosane se comporte comme un antioxydant dans les aliments, car il ne contient pas de groupes 
carbonyles ou phénoliques, qui sont reconnus pour leur effet stabilisateur face aux électrons libres 
relâchés à partir d’ingrédients alimentaires. Il a été montré que l’ajout de chitosanes de poids 
moléculaires différents (30, 89 et 120 kDa) en proportion de 0,2 et 0,5% (poids / volume) résulte en une 
activité antioxydante chez le saumon. L ’activité antioxydante est peut-être due à la liaison des groupes 
aminés du chitosane au fer contenu dans la ferritine, l’hémoglobine et la myoglobine présentes dans la 
viande du saumon. Il est connu que le fer contenu dans ces métalloprotéines est relâché au cours du 
stockage. Les ions ferreux libérés peuvent alors activer l’oxygène et initier l’oxydation des lipides 
(Friedman and Juneja, 2010).
2.3.4 Cosmétiques
L’industrie cosmétique est à la recherche de macromolécules renouvelables d’origine végétale 
ou marine, dont les polysaccharides. En effet, elles ont des propriétés variées souvent complémentaires 
offrant ainsi une diminution possible du nombre d’ingrédients dans la formulation des produits.
Compte tenu de ses propriétés physicochimiques, l’utilisation du chitosane présente beaucoup 
d’avantages. Contrairement à la majorité des produits cosmétiques classiques, le chitosane possède un
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caractère polycationique, de ce fait, les molécules chargées négativement peuvent interagir avec ce 
dernier. C’est le cas par exemple, des protéines de la peau, des lipides, des tensioactifs, des détergents et 
des graisses du cheveu. Le chitosane est également biodégradable et peut être utilisé comme agent 
antistatique, émollient et/ou humectant (Crini et al., 2009). L ’incorporation du chitosane à de 
nombreuses préparations tel que, shampoings, gels fixant, lotions et produits de rinçage est due à son 
caractère cationique et son aptitude à former un film sur les cheveux par mécanisme électrostatique 
(Crini et al., 2009). Le chitosane est utilisé pour maintenir l’humidité de la peau et traiter l’acné; son 
utilisation a été également rapportée dans les soins bucco-dentaires (dentifrices et chewing-gum) 
(Rinaudo, 2006). Le chitosane a un effet antistatique en raison de son caractère hydrophile; un effet 
viscosifiant et des activités bactéricides et fongicides permettant ainsi de l’intégrer dans de nombreuses 
crèmes hydratantes pour la peau et des produits revitalisants (Crini et al., 2009).
2.3.5 Biopharmaceutique
L’une des applications importantes du chitosane visées par l’industrie pharmaceutique est le 
développement de systèmes de libération contrôlée de médicaments tels que les nanoparticules, les 
hydrogels, les microsphères des films et des comprimés. Lors de l’utilisation du chitosane dans ce 
domaine, trois caractéristiques sont à prendre en considération: la pureté, le PM et le DA (Aranaz et al., 
2009). Le chitosane a pour intérêt d’augmenter et d’améliorer l’administration des médicaments par 
voie muqueuse, ainsi que par d’autres voies qui font l’objet d’études, telles que les voies buccale, nasale 
et orale. On envisage également d’utiliser le chitosane dans les procédés de vaccination.
Il existe des médicaments importants dont les molécules ne possèdent pas les propriétés 
physicochimiques leur permettant d’être transportées à travers la membrane muqueuse, incluant les 
médicaments de nature peptidique ou protéique comme l’insuline. Il a été montré chez les souris que 
l’absorption d’insuline administrée par voie nasale dans une solution avec des fractions de chitosane de 
PM variables (10 -  450 kDa), était dépendante du PM de ce dernier. L ’absorption de l’insuline 
augmentait avec le PM du chitosane jusqu’à 200 kDa (Dumitriu, 2005).
Le chitosane peut être utilisé comme un composant des capsules des médicaments, car il est 
biodégradable et biocompatible. En effet, les microsphères composées du complexe polyélectrolyte de
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chitosane avec des polymères chargés ont la capacité de libérer des médicaments et d ’autres molécules 
organiques de manière contrôlée. La taille des microsphères est proportionnelle à la longueur des 
chaînes du chitosane utilisées dans leur synthèse. Le taux de relâchement des médicaments varie avec le 
PM du chitosane (Blanchard et al., 2003).
Les mécanismes de libération du médicament à partir de systèmes de particules de chitosane 
ont été décrits par Agnihotri et al. (Agnihotri et al., 2004). Parmi ces mécanismes on trouve le 
relâchement de médicaments à partir de la surface des particules de chitosane ou la diffusion à travers 
une matrice gonflée. Les deux mécanismes sont schématisés dans la figure 6.
Dans le cas de relâchement de médicaments à partir de la surface de microparticules de chitosane, le 
médicament adsorbé se dissout instantanément quand il entre en contact avec le milieu de libération 
comme dans le cas de la cemetidine chargée sur les microsphères de chitosane. La libération du 
médicament par diffusion est réalisée par la pénétration d'eau dans les particules de chitosane, ce qui 
provoque un gonflement de la matrice, et la diffusion du médicament. Ce type de relâchement de 
médicament est plus marqué dans le cas des hydrogels (Agnihotri et al., 2004).
Microparticule de chitosane
Médicament libéré de la surface M édicament diffusé à travers 
la matrice gonflée
Figure 6. Mécanismes de libération de médicament à partir d’une particule de chitosane
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2.3.6 Biomédical
Dans le domaine biomédical, le chitosane trouve plusieurs applications. Il est utilisé en tant 
que revêtement d’objets restant en contact avec le sang, comme les prothèses vasculaires ou les valves 
cardiaques, grâce à son hémocompatibilité qui se manifeste par son caractère antithrombogène (Crini et 
al., 2009). La glucosamine est réputée pour son effet antidouleur et anti-inflammatoire et pour prévenir 
la détérioration des articulations. Comme le chitosane se transforme en oligosaccharides de 
glucosamine dans l’organisme, on explore son utilisation sous forme d’injection dans le genou pour 
stimuler la réparation du cartilage. En effet, les techniques chirurgicales de réparation de cartilage 
endommagé nécessitent la formation d’un caillot sanguin au niveau des lésions. L’incorporation du 
chitosane dans le sang liquide permet d’obtenir un caillot sanguin adhérant et plus stable, ce qui permet 
une meilleure réparation du cartilage grâce à cet implant chitosane -sang (Crini et al., 2009).
Le chitosane a un effet d’hypocholestérolémie ainsi qu’une activité de fixation de lipides grâce à ses 
groupes amines chargés positivement pouvant fixer des substrats chargés négativement, comme c’est le 
cas avec acides gras et les lipides. À titre d’exemple, une étude clinique a été réalisée en 12 semaines 
sur un groupe de 95 participants pour tester l’efficacité d’un chitosane de 40 kDa vendu sous le nom de 
HEP-40 (Enzymatic Polychitosamine Hydrolysate-40 kDa). Les résultats obtenus montrent qu’une 
posologie d’une dose unique de 2.4 g/jour permettait de diminuer de 16.9% les niveaux plasmatiques 
de cholestérol par rapport au groupe placebo. Des effets secondaires comme de la constipation ou de la 
diarrhée ont été rapportés chez 3% des participants (Jaffer and Sampalis, 2007).
Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer l’effet hypocholestérolémiant du 
chitosane, à savoir: l’inhibition du complexe lipase/colipase et les interactions ioniques avec les acides 
gras libres et les sels biliaires. La lipase pancréatique est une protéine qui se lie aux interfaces 
comprenant les substrats de la lipolyse. La colipase est un cofacteur de la lipase qui contribue à ancrer 
et stabiliser la lipase sur les surfaces grâce aux interactions protéine-protéine (Brockman, 2000). L’effet 
interférant du chitosane sur la digestion des triglycérides par inhibition du système lipase/colipase est 
démontré par des travaux réalisés pour étudier l’effet du PM de chitosane (21,46 et 130 kDa) généré par 
hydrolyse enzymatique (Sumiyoshi and Kimura, 2006). Les résultats obtenus chez des souris soumises 
à une diète riche en graisses montrent que le chitosane de 46 kDa empêchait l’augmentation de masse
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corporelle et l’accumulation de cholestérol et triglycérides. De plus, il inhibait la lipase pancréatique et 
liait les sels biliaires (Sumiyoshi and Kimura, 2006).
La liaison des acides biliaires représente probablement l’élément clé de l’effet hypocholestérolémiant 
du chitosane. En effet, le chitosane ingéré sous forme de capsules ou de comprimés devient hydraté 
dans l’estomac et le gel agit comme agent séquestrant des acides biliaires provenant de la sécrétion 
hépatique, au niveau du duodénum où le pH est proche de la neutralité (6.0- 6.5), causant ainsi une 
diminution de la solubilité du chitosane et une précipitation des complexes acides biliaires-chitosane 
qui sont finalement éliminés avec les matières fécales (Dupuis and LeHoux, 2009).
2.4. Hydrolyse du chitosane et préparation des chitoligosaccharides
Le chitosane de haut PM est un polymère insoluble dans l ’eau, mais soluble dans des milieux 
légèrement acides générant ainsi une viscosité de plus en plus croissante avec la concentration du 
chitosane. Cette propriété du chitosane nuit à des utilisations potentielles de ce dernier. Il est donc 
souhaitable d’obtenir du chitosane plus soluble. La conversion du chitosane en oligosaccharides est une 
façon de résoudre ce problème. En effet, les chitooligosaccharides (COS) sont composés de 2 à 10 
unités D-glucosamine liées entre-elles par la liaison glycosidique (3-(l-»4). Les COS sont bien solubles 
dans l’eau à cause de leur faible PM, dû à leur courte chaine et à la présence des groupements amines 
libres sur les imités de D-glucosamine (Vidanarachchi et al., 2011). De plus, les COS se caractérisent 
par une faible viscosité et ils sont dotés de différentes caractéristiques biologiques intéressantes, d’où 
l’intérêt de ciblèr les recherches vers une utilisation du chitosane sous sa forme d’oligosaccharide.
2.4.1. Activités biologiques des chitooligosaccharides et perspectives d’application
Tout comme le chitosane, les charges positives sont présentes chez les COS à pH faiblement 
acide. Les propriétés physicochimiques des COS tels que, le PM, DDA, et la distribution de leurs 
charges augmentent leur activité antibactérienne, antivirale et antitumorale.
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• Activité antimicrobienne
Plusieurs études ont été menées pour déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 
de différentes souches bactériennes par des COS et du LMWC. En effet, la CMI peut aller de 0.0005%, 
comme c’est le cas pour Bifidobacterium bifidum, à 0.4% pour Vibrio parahaemolyticus. À savoir que 
le DDA des COS et LMWC utilisé dans les différentes études varie entre 75 et 90% et le PM entre 5 et 
12 kDa (Kim and Rajapakse, 2005). L ’étude de l'activité antimicrobienne des COS contre les bactéries 
commîmes, moisissures et levures dans les aliments a établi des valeurs de CMI de 1 à 10 g/L. De plus, 
lorsque les COS ont été utilisés comme agent de conservation dans le jus de pomme, la période de 
stockage de jus à 37 °C a été prolongée de neuf jours à 70 jours avec une concentration en COS de 4 
g/L, indiquant ainsi l’importance de l’application des COS comme agent de conservation des aliments 
(Xiaetal.,2011).
Dans le domaine médical, les COS peuvent aussi trouver des applications grâce à leur activité 
antimicrobienne. En effet, les COS peuvent se lier aux lectines (protéines qui se lient spécifiquement et 
de façons réversibles à certains glucides) sur les agents pathogènes humains et par conséquent 
empêcher l'adhérence aux cellules humaines. Il a été montré qu'un mélange de tétramères de chitosane 
désacétylés à 97% inhibe significativement l'adhérence des souches entéropathogènes d'Escherichia coli 
à certains adénocarcinomes du côlon humains (des cellules épithéliales HT29 en culture tissulaire) 
(Aam et al., 2010).
Il aussi été montré que l'activité antimicrobienne des COS est corrélée avec le PM et le DDA en effet, 
les oligomères de chitosane fortement désacétylés ont révélé une meilleure activité antimicrobienne. 
Dans le cas des bactéries à Gram positif, les charges positives des groupements amines des COS se lient 
avec le peptidoglycane de la paroi cellulaire bactérienne, induisant ainsi la perturbation de la paroi 
cellulaire conduisant à l'exposition de la membrane à un choc osmotique. Pour les bactéries à Gram 
négatif, les charges positives des groupements amines des COS se lient aux lipopolysaccharides de la 
membrane externe par des liaisons ioniques, bloquant ainsi l'écoulement des nutriments et menant à la 
mort cellulaire (Vidanarachchi et al., 2011).
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• Activité antivirale
L’activité antivirale des COS était rapportée pour les virus des plantes, les virus d’animaux, 
ainsi que les bactériophages. Les recherches sur les infections virales chez les plantes ont révélé que le 
traitement au chitosane sur la surface des feuilles peut diminuer le nombre de nécroses locales causées 
par différents virus de la mosaïque. Il a été noté que les dérivés anioniques des COS ont une faible 
activité antivirale; cependant l’augmentation du DDA des COS améliore cette activité indiquant l’effet 
des charges positives et leur rôle plausible dans le mécanisme antiviral (Kim and Rajapakse, 2005).
Le chitosane de haut poids moléculaire ainsi que les COS sont connus par leur stimulation du système 
immunitaire dans les cellules animales. Il a été rapporté que les dérivés carboxyméthyl et sulfatés de 
chitosane pourraient inhiber la réplication du VIH-1 dans des cultures de cellules T humaines et MT-4 
des lymphocytes. Cette activité serait due à la perturbation des interactions entre les récepteurs 
glycoprotéiques viraux et leurs protéines cibles sur les lymphocytes (Kim and Rajapakse, 2005).
Les COS sont également efficaces dans la prévention de plusieurs infections phagiques. L'activité 
antivirale sur les phages est connue pour être dépendante des propriétés des COS tels que, le PM, DDA 
et aussi le type de bactériophages. Il a été noté que les COS sont plus efficaces que les LMWC contre la 
réplication du phagel-97A dans Bacillus thuringiensis. Les observations au microscope électronique 
ont révélé que les COS pourraient changer la structure des particules de phage (Kim and Rajapakse,
2005).
• Activité antitumorale
L’activité antitumorale des COS était liée à leur caractéristique cationique, mais plus 
récemment le poids moléculaire a été ajouté comme une autre propriété qiii peut influencer cette 
activité. C’est le cas par exemple des études menées sur deux types de tumeurs chez les souris: le 
sarcoma solide 180 (S 180) et le cancer du col numéro 14 (U14). Il a été constaté que les COS dont le 
PM varie entre 1.5 et 5.5 kDa inhibent la croissance de ces deux types de cellules cancéreuses (Se- 
Kwon et al., 2005). Par ailleurs, l’effet antitumoral des COS peut être lié à leur effet inhibiteur sur 
l'angiogenèse. L'angiogenèse (formation de nouveaux vaisseaux sanguins capillaires) est importante 
pour la formation de tumeurs, puisque la croissance tumorale et les métastases sont largement 
dépendantes d’une irrigation sanguine efficace lorsque la tumeur atteint une certaine taille. Des études
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menées sur des dimères et des hexamètres de COS pleinement désacétylés ont montré que les 
hexamètres étaient les inhibiteurs les plus efficaces de l’angiogenèse. D’autres travaux ont par ailleurs 
montré que les COS partiellement N-acétylés étaient plus efficaces dans la prévention de l'angiogenèse 
que ceux pleinement désacétylés, à la fois in vitro et in vivo (Aam et al., 2010).
2.4.2. Préparation des oligosaccharides de chitosane (COS)
L’utilisation du chitosane sous forme de COS ou de LMWC est plus avantageuse, vu leur 
solubilité et leur faible viscosité. En effet, il est primordial de bien caractériser les COS au niveau de 
leur DDA et de leur PM avant leur utilisation pour bien comprendre leur mécanisme d’action. 
Malheureusement, de nombreuses études dans le passé portant sur les bioactivités des COS ont été 
réalisées avec des mélanges mal définis, quelquefois la source du chitosane n’était même pas citée. 
Ainsi, plusieurs méthodes de dégradation, sois chimique, physique et enzymatique, sont en cours 
d’élaboration pour la préparation des COS.
2.4.2.1 Préparation des oligosaccharides de chitosane : méthode chimique
L’hydrolyse chimique du chitosane est une méthode qui emploie entre autres des acides forts 
comme l’acide chlorhydrique. L’hydrolyse chimique par les acides est appliquée sur des polymères de 
chitine ou de chitosane, elle se déroule en deux étapes montrées sur la figure 7. Une première étape 
comporte la protonation de l’atome d’oxygène de la liaison glycosidique. Ceci est suivi par la rupture 
de la liaison entre l’atome d’oxygène exocyclique et le carbone anomèrique. La structure résultante est 
un ion o^ocarbénium cyclique, qui réagit ensuite avec une molécule d’eau pour former le sucre 









Figure 7. Mécanisme d’hydrolyse acide du chitosane
L’hydrolyse du chitosane avec l’acide chlorhydrique 35% à 80°C pour une courte durée génère une 
grande quantité de monomères de D-glucosamine. Le degré de polymérisation (DP; nombre d’unités 
monomériques dans une chaîne polymérique) des CÔS varie entre 1-15 et 20-40 (Mourya et al., 2011). 
L’hydrolyse acide a plusieurs inconvénients. Le contrôle sur la longueur de chaînes oligosaccharidiques 
produites est difficile et beaucoup de chaînes sont dégradées jusqu'aux monomères de D-glucosamine 
(Vidanarachchi et al., 2011). Aussi, à la fin du procédé, il faut généralement se débarrasser de l’acide 
utilisé (généralement non biodégradable) ce qui est non seulement néfaste pour l’environnement, mais 
constitue aussi une étape supplémentaire à l’échelle industrielle.
2.4.2.2 Préparation des oligosaccharides de chitosane : méthodes physiques
Plusieurs méthodes physiques ont été mises au point pour la dégradation du chitosane telles 
que l’irradiation gamma et la sonication. Toutefois, le problème de la dépolymérisation incontrôlée 
n’est toujours pas résolu avec de telles méthodes. Une étude a été réalisée pour comparer la préparation 
des COS et des LMWC de chitosane en utilisant trois méthodes différentes : hydrolyse chimique, 
enzymatique et traitement physique aux micro-ondes. Les résultats obtenus indiquent que, 
contrairement à une hydrolyse enzymatique du chitosane, l ’hydrolyse par méthode chimique ou
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traitement aux micro-ondes prend beaucoup plus de temps et ne permet pas de préparer des COS ou 
LMWC avec le PM désiré (Tishchenko et al., 2011).
2.4.2.3 Préparation enzymatique des oligosaccharides de chitosane
L’hydrolyse enzymatique prend de plus en plus d’importance, car elle est la mieux contrôlée et 
se déroule dans des conditions de température et pH modérées où le chitosane ne subit pas de 
modifications chimiques. La taille des chaines de chitosane produites par hydrolyse enzymatique peut 
varier entre 1 à 100 kDa (Dupuis and LeHoux, 2009). En revanche, l’hydrolyse enzymatique présente 
certains désavantages dus aux conditions expérimentales, ce qui peut limiter son attrait commercial.
En effet, l’hydrolyse enzymatique nécessite que le chitosane soit entièrement solubilisé en milieu 
aqueux à pH modérément acide. Vu que la solubilité du chitosane natif de haut PM n’est que de l’ordre 
de 30 à 50 g/l, ceci entraîne la nécessité de manipuler des volumes considérables, de l’ordre de dizaines 
d’hectolitres. De plus, il y a la problématique de récupération du produit d’hydrolyse à laquelle 
s’ajoutent d’autres facteurs comme le coût, la disponibilité et la stabilité de l’enzyme (Dupuis and 
LeHoux, 2009).
a) L ’hydrolyse enzymatique non spécifique
Le chitosane peut être hydrolysé par des enzymes non spécifiques. La figure 8 (Mourya et al., 
2011) donne quelques exemples de ces enzymes. Il a été montré que les protéases comme la papaïne et 
la pronase peuvent être utilisées pour l’hydrolyse du chitosane et la production de LMWC, COS et des 
monomères. Considérant que les chitosanases spécifiques sont, du moins pour l’instant, plutôt 
coûteuses, plusieurs auteurs constatent que les enzymes non spécifiques peuvent constituer une solution 
à court terme pour la production de LMWC et COS (Vidanarachchi et al., 2011).
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b) L ’hydrolyse enzymatique spécifique
L’enzyme de choix pour l’hydrolyse du chitosane est la chitosanase, car elle possède une 
spécificité élevée envers le chitosane (Dupuis and LeHoux, 2009). Les chitosanases diffèrent par le 
produit final qu’elles génèrent. Par exemple, le produit principal d’hydrolyse du chitosane par les 
chitosanases sécrétées par différents isolats de Bacillus thuringiensis est constitué de dimères (Lee et 
al., 2007). Cependant, des progrès doivent être accomplis pour améliorer leur activité spécifique ainsi 
que leur stabilité dans les milieux acides avant d’envisager une utilisation industrielle de ces enzymes 
(Lee et al., 2007). La chitosanase de Streptomyces sp. NI 74 isolée dans notre laboratoire a fait l’objet 
de nombreux travaux. Ces travaux sont détaillés dans la section 2.5.2.6. L’ensemble des caractéristiques 
de la chitosanase N I74 ont fait qu’elle puisse être utilisée pour la production à grande échelle 






Araylase, Cellulate, JleinteefMase, Upases, L y a p w , 
Papain, Pectinases, Promise
GlcNAc + GlcN + Chitooiigomcr (n -  2 -3  )
GlcNAc + GlcN + Chitooilgomer (n »  2 -8  )
Figure 8. Production d’oligosaccharides à partir du chitosane
GlcNAc: N-Acetyl-D-glucosamine, GlcN: D-glucosamine
c) Le réacteur discontinu
vLa production des COS dans des bioréacteurs d’une manière discontinue consiste à mélanger 
les chitosanases avec leur substrat, à poursuivre la réaction pendant le temps nécessaire puis 
interrompre la réaction une fois le poids moléculaire voulu sera atteint.
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Les résultats obtenus diffèrent selon le type de chitosane ainsi que les chitosanases utilisées pour la 
production (Kim and Rajapakse, 2005). Cette méthode est utilisée pour produire des COS à partir de 
1% de chitosane en utilisant la chitosanase de Bacillus pumilus BN-262, où la température optimale 
pour cette réaction était de 45°C et le pH optimum était de 5.5 (Vidanarachchi et al., 2011).
Le produit final obtenu est un mélange de COS avec des PM variés dont la composition dépend du type 
d’enzyme et des conditions réactionnelles (Kim and Rajapakse, 2005). De plus, la réaction d’hydrolyse. 
du chitosane atteint un plateau après quelques heures. Pour stopper la réaction, l’enzyme chitosanase est 
inactivée par ébullition pendant quelques minutes (Vidanarachchi et al., 2011). Cette façon de procéder 
augmente le coût de production, car l’enzyme n’est plus réutilisable. Par conséquent, de nombreuses 
recherches ont été menées pour développer de nouvelles stratégies pour produire des CQS avec le PM 
désiré et de rendre le système plus économique.
d) Le réacteur à colonne
La production des COS en utilisant des bioréacteurs à colonne avec des chitosanases 
immobilisées permet un meilleur contrôle du PM du produit final. Des études ont montré que les 
conditions réactionnelles (température, pH) mises au point pour les réacteurs discontinus sont tout aussi 
adéquates pour les bioréacteurs à colonne. Par exemple, la production des COS dans le bioréacteür à 
colonne a été réalisée avec une chitosanase à pH 4-6, une température de 50°C, à savoir les mêmes 
conditions utilisées pour la production des COS dans un bioréacteur discontinu (Vidanarachchi et al., 
2011). Cependant, l’inconvénient de cette méthode est le fait que l’affinité des chitosanases 
immobilisées pour leur substrat est plus faible que celle des chitosanases libres, ce qui se traduit par une 
perte d’activité et un processus d’hydrolyse moins efficace (Kim and Rajapakse, 2005).
e) Le réacteur à membrane d ’ultrafiltration
Pour remédier aux problèmes reliés aux techniques d’hydrolyse en discontinu (coût plus élevé) 
ou en continu (faible affinité des chitosanases pour leur substrat), une nouvelle méthode employant le 
réacteur à membrane d’ultrafiltration a été mise au point. L’utilisation des bioréacteurs avec une 
membrane d’ultrafiltration pour la production des COS s’avère méthode efficace, non seulement pour
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son grand rendement, mais aussi par le fait que la membrane d’ultrafiltration permet le contrôle du taux 
de perméabilité déterminant ainsi le PM des COS produits (Kim and Rajapakse, 2005).
Lors de l’hydrolyse du chitosane dans un bioréacteur à membrane d’ultrafiltration, le substrat 
est fourni à la cuve de réaction où l'enzyme libre (chitosanase) est ajoutée pour l'hydrolyse du chitosane. 
Ensuite, le mélange est envoyé à travers une colonne et filtré sur la membrane d'ultrafiltration. Les COS 
produits à partir de la réaction enzymatique sont séparés de l'enzyme et du substrat par ultrafiltration, 
alors que le substrat et l'enzyme restant dans la colonne sont recyclés dans le récipient de réaction pour 
le prochain cycle de réaction enzymatique (Vidanarachchi et al., 2011). L’hydrolyse du chitosane dans 
un bioréacteur à membrane d’ultrafiltration permet l’hydrolyse d’un équivalent de 11 lots de substrat 
utilisés dans le réacteur discontinu avec la même quantité d'enzyme, et permet la production 
relativement importante de COS à un faible coût. Toutefois, une attention majeure doit être portée pour 
éviter les problèmes dus à la viscosité du chitosane et au colmatage dû à l’accumulation du substrat sur 
la membrane, ce qui augmente la pression transmembranaire induisant ainsi une production discontinue 
des COS (Kim and Rajapakse, 2005). Pour contourner ces problèmes, une production des COS est 
réalisée en combinant la production par immobilisation des chitosanases sur colonne avec 
l’ultrafjltration dans un système à double réacteur afin de réduire la viscosité du chitosane.
f)  Le procédé à double réacteur
Le système à double réacteur est composé de réacteur à colonne avec des enzymes 
immobilisées et un réacteur à membrane d'ultrafiltration. L’encrassement des membranes se produit en 
raison de la viscosité élevée du chitosane, qui dépend du PM. La réduction du PM du chitosane par 
hydrolyse partielle dans le réacteur à colonne va diminuer la viscosité du substrat avant son entrée dans 
le système de réacteur à membrane, empêchant ainsi l'encrassement des membranes. Dans ce procédé, 
l’hydrolyse du chitosane se déroule en deux grandes étapes comme le montre la figure 9 adaptée de 
(Vidanarachchi et al., 2011). La première étape, se déroule dans le réacteur à colonne où le chitosane est 
hydrolysé partiellement par les chitosanases immobilisées sur la colonne. Cependant, la deuxième étape 
a lieu dans le réacteur à membrane d’ultrafiltration où le chitosane partiellement hydrolysé, qui a une
%
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faible viscosité, est présenté au système de réacteur à membrane en tant que substrat (Vidanarachchi et 
al., 2011).
L’avantage de cette méthode est la grande productivité par unité d’enzyme et la grande capacité de 
contrôler la distribution du PM (Kim and Rajapakse, 2005).
Étape 1: réacteur à colonne
Enzyme immobiliséeSubstrat I 
Solution de chitosane
Produit final 
^  du réacteur à colonne
Chitosane partiellement 
hydrolysé










Figure 9. Mécanisme d’hydrolyse de chitosane par le système à double réacteur
2.5. Les glycosides hydrolases
Les glycosides hydrolases (GH) sont un vaste groupe d'enzymes qui hydrolysent les liens 
glycosidiques des oligomères et polysaccharides. La classification des glycosides hydrolases selon les 
recommandations de l’Union Internationale de Biochimie et Biologie Moléculaire (l’IUBMB) est bâtie 
en fonction de la spécificité du substrat. Néanmoins, elle présente un très grand inconvénient dans le cas
41
des glycosides hydrolases, car beaucoup d’enzymes ont la capacité d’hydrolyser plusieurs substrats. 
Ainsi, une même enzyme peut appartenir à plusieurs classes. En 1991, une classification des glycosides 
hydrolases en fonction de la similitude des séquences des acides aminés était introduite par Henrissat 
(1991). Le principe de cette classification est basé sur le fait qu’il existe un lien entre la séquence et la 
structure' d’une enzyme. Comme le mécanisme catalytique est dicté par la structure, chaque famille 
d’enzyme reflétera un mécanisme moléculaire conservé (Henrissat and Davies, 1997).
La classification en fonction de la séquence des acides aminés reflète les caractéristiques structurelles 
des enzymes mieux que leur seule spécificité de substrat. Celle-ci permet de révéler les relations 
évolutives entre les enzymes et constitue un outil commode pour obtenir des informations sur le 
mécanisme. Étant donné que la structure tridimensionnelle est plus conservée que la séquence, quelques 
familles étaient groupées dans des clans. De plus amples détails sont accessibles sur le site web; 
http://www.cazy.org/fam/acc GH.html. Les enzymes ayant une activité chitosanase appartiennent aux 
familles de GH 5, 7, 8, 46, 75 et 80.
• La famille 5 de glycosides hydrolases (GH5)
La famille 5 de glycosides hydrolases (GH5), couvre une variété d'activités enzymatiques 
comme les chitosanases, les cellulases, les licheninases, les mannanases et les xylanases. L'activité 
chitosanase n’a été détectée que dans un petit nombre d’enzymes. La seule chitosanase bien caractérisée 
appartenant à cette famille est l’enzyme ChoII produite par Streptomyces griseus HUT 6037. Cette 
enzyme a une activité maximale à 60°C et reste totalement active suite à une préincubation de 15 min à 
pH 6.8 à 40°C. Elle hydrolyse le chitosane aux DDA allant de 70 à 100%, mais ne peut pas hydrolyser 
la chitine ni la carbométhylcellulose (CMC). Le produit de la réaction d’hydrolyse du chitosane 
comprend un mélange de dimères, trimères et tétramères (Tanabe et al., 2003).
• La famille 7 de glycosides hydrolases (GH7)
La famille 7 de glycosides hydrolases (GH7), est composée essentiellement d’enzymes avec 
une activité cellulase. L’activité chitosanase n’a été constatée que dans très peu de cas. Ainsi, la
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cellulase CCBE produite par Trichoderma viride possède aussi une activité chitosanase (Liu and Xia,
2006).
• La famille 8 de glycosides hydrolases (GH8)
La famille 8 de glycosides hydrolases (GH8), comporte entre autres des chitosanases, 
cellulases, licheninases et endoxylanases. Dans la famille GH8, les enzymes annotées comme 
chitosanases sont plus fréquentes. Plusieurs chitosanases appartenant à la famille GH8 ont été 
caractérisées. A titre d’exemple, la chitosanase produite par Bacillus sp. 65 se distingue par une 
température optimale de 65°C et une demi-vie de 10 min à 65°C lorsqu’elle est incubée en absence de 
son substrat. Elle peut hydrolyser le chitosane avec un DDA allant de 80 à 90%, mais ne peut pas 
hydrolyser la chitine (Su et al., 2006).
En 1998, l’équipe de Mitsutomi (Mitsutomi et al., 1998) a montré qu’une enzyme produite par Bacillus 
circulons WL-12 et caractérisée comme étant une (3-1,3-1,4-glucanase (soit licheninase), possède 
également une activité chitosanase pouvant hydrolyser le chitosane colloïdal préparé à partir du 
chitosane de 70% et 90% de DDA, mais non pas la chitine ni la CMC.
L’une des enzymes GH8 les plus étudiées est la cellulase-chitosanase produite par Paenibacillus 
fukuinensis D2. Elle se distingue par un PM élevé (85.6 kDa) par rapport aux autres chitosanases 
(Kimoto et al., 2010). En outre, la chitosanase ChoK de Bacillus sp. Kl 7 a été cristallisée, ce qui a 
permis de déduire sa structure tertiaire et d’avoir des informations sur les acides aminés du site 
catalytique et ceux qui sont responsables de la liaison du substrat (Sakihama et al., 2004).
• La famille 46 des glycosides hydrolases (GH46)
La famille 46 de glycosides hydrolases (GH46), comprend exclusivement des chitosanases de 
différentes origines, bactérienne ou virale. Les chitosanases produites par Bacillus circulons MH-K1 et 
Streptomyces sp. N I74 ont contribué énormément à la compréhension du fonctionnement de cette 
famille des chitosanases grâce à la résolution de leurs structures tridimensionnelles (Marcotte et al., 
1993; Saito et al., 1995). Les caractéristiques de la chitosanase de Streptomyces sp. N174 sont décrites 
en détail au chapitre 2.5.2.6.
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• La famille 75 des glycosides hydrolases (GH75)
La famille 75 de glycosides hydrolases (GH75), comprend exclusivement des chitosanases 
dont la plupart sont d’origine fongique. La chitosanase de Fusarium solani f.sp. phaseoli a une 
température optimale de 40°C, mais aucune étude de thermostabilité n’a été réalisée. Elle hydrolyse du 
chitosane avec un DDA entre 70 et 100% et elle n’hydrolyse pas la chitine et la carboxymethylcellulose 
CMC (Shimosaka et al., 1993).
• La famille 80 de glycosides hydrolases (GH80)
Les enzymes de la famille 80 de glycosides hydrolases (GH80), sont exclusivement des 
chitosanases d’origine bactérienne. Un des exemples de chitosanases les mieux étudiés au niveau 
biochimique est la chitosanase ChoA produite par Matsuebacter chitosanotabidus 3001. Elle a une 
température optimale entre 30 et 40°C et garde moins de 35% de son activité à 50°C (Park et al., 1999).
2.5.1. Les topologies du site actif des glycosides hydrolases
Il existe trois topologies du site actif des glycosides hydrolases comme le montre la figure 4 
(Davies and Henrissat, 1995).
a) La topologie de la poche ou cratère (crater or pocket)
La topologie de la poche ou du cratère est la structure optimale pour la reconnaissance de l’extrémité 
non réductrice du sucre. Cette topologie est caractéristique des exopolysaccharidases comme les 
glucoamylases et les P-glucosidases.
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b) La topologie du sillon (cleft or groove)
La topologie du sillon, est une structure dite ouverte autorisant un attachement aléatoire de plusieurs 
unités de polymères. Cette structure maximise l’affinité d’attachement pour les longs substrats 
polymériques et est fréquemment retrouvée chez des endopolysaccharidases comme les chitinases, les 
chitosanases et les endocellulases.
c) La topologie du tunnel (tunnel)
La topologie du tunnel est une structure qui permet aux enzymes de libérer le produit d’hydrolyse tout 
en demeurant attachées au substrat, elle se trouve chez les cellobiohydrolases et certaines p-1,6- 
glucanases (Davies and Henrissat, 1995).
Figure 10. Topologie du site actif des glycosides hydrolases
(A) poche; (B) sillon; (C) tunnel, la position des acides aminés catalytiques est illustrée en rouge.
2.5.2. Les chitosanases
Les chitosanases sont des glycohydrolases qui attaquent les liens glycosidiques p-(l-4) entre 
les unités D-glucosamine du chitosane partiellement N-acetylé. Certaines chitosanases vont également 
hydrolyser des liens contenant un résidu N-acétyl-glucosamine. Par contre, les chitosanases 
n’hydrolysent pas de liens entre deux résidus N-acétyl-glucosamine.
45
2.5.2.1 Mécanisme hydrolytique des chitosanases
Les chitosanases hydrolysent les liens glycosidiques par deux mécanismes différents, à 
savoir l’inversion et la rétention. Les sites actifs des enzymes contiennent des paires d’acides 
carboxyliques, dont l’un va jouer le rôle de donneur de proton et le second de base / nucléophile. Dans 
le mécanisme d’inversion, les deux acides carboxyliques sont positionnés dans le site actif de l’enzyme 
de sorte que l’un d’eux peut jouer le rôle d’une base qui va activer la molécule d’eau, alors que le 
second acide va jouer le rôle d’acide catalytique qui va attaquer le pont glycosidique (figure 11).
Base générale
Figure 11. Hydrolyse des liens glycosidiques par le mécanisme d’inversion
Dans le mécanisme à rétention, l’hydrolyse a lieu en deux étapes au cours desquelles les déux 
acides carboxyliques du site actif vont jouer des rôles un peu différents. L ’un va avoir la fonction de 
nucléophile qui va attaquer le centre anomérique du sucre pour former le groupe glycosyl-enzyme alors 
que l’autre agit comme catalyseur acide/base.
Dans la première étape, l’acide carboxylique du site actif va jouer le rôle d’acide général, donc un 
donneur de protons à l’oxygène glycosidique. Dans la deuxième étape, il prend une fonction de base 
générale il sera ainsi accepteur de protons de la molécule d’eau (figure 12) (Ly and Withers, 1999).
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Dans les deux mécanismes, la position du donneur de proton est identique. Dans le mécanisme de 
rétention, la base / nucléophile se trouve à proximité du carbone anomérique du sucre. Cependant, cette 
base est plus loin chez les enzymes à inversion, ce qui permet d’accommoder une molécule d’eau entre 
le sucre et la base. Cette différence est due à la distance entre les deux résidus catalytiques qui est en 
moyenne de 5,5 Â chez les enzymes à rétention et de 10.5 Â chez les enzymes à inversion (Davies and 
Henrissat, 1995).
Mis à part les chitosanases de la famille 5 qui ont un mécanisme d’hydrolyse à rétention, les autres 








2  *— étape
Figure 12. Hydrolyse des liens glycosidiques par le mécanisme de rétention
Les acides aminés Asp et Glu ont été identifiés comme les deux acides carboxyliques qui 
jouent un rôle d’acide et de base générale lors de l’hydrolyse du chitosane. En 1995, les résidus 
catalytiques de la chitosanase de Streptomyces sp. N I74 ont été identifiés grâce à la comparaison de
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séquences de quatre chitosanases procaryotes appartenant à la famille 46, ce qui a révélé un module de 
50 résidus conservés, dont cinq résidus carboxyliques invariables. Une mutagenèse dirigée contre ces 
cinq résidus a permis de révéler l’importance des résidus Glu-22 et Asp-40 et leur implication dans le 
site catalytique, contrairement aux autres résidus (Boucher et al., 1995).
Par ailleurs, la chitosanase de Fusarium solani dont la comparaison de la séquence d’acides aminés des 
chitosanases fongiques, appartenant à la famille 75, a révélé trois acides aminés carboxyliques 
parfaitement conservés chez toutes les chitosanases. Dans le but d’étudier le rôle catalytique de ces 
résidus, une mutagenèse dirigée a été réalisée dans le gène de Fusarium solani. Les résultats obtenus 
indiquent que PAsp-175 et le Glu-188 sont deux résidus essentiels à l’activité catalytique de cette 
chitosanase (Shimosaka et al., 2005).
2.5.2.2 Production et mode d’action
La plupart des bactéries et champignons producteurs de chitosanases les sécrètent dans le 
milieu extracellulaire (Boucher et al., 1992; Fenton and Eveleigh, 1981; Hedges and Wolf, 1974; 
Pelletier and Sygusch, 1990; Price and Storck, 1975; Sakai et al., 1991; Shimosaka et al., 1993; Uchida 
and Ohtakara, 1988; Yabuki et al., 1988). En revanche, chez les champignons Zygomycètes on retrouve 
des chitosanases intracellulaires (Alfonso et al., 1992). Les chitosanases rapportées dans la littérature 
sont des endo-chitosanases dont les produits d’hydrolyse sont des dimères, trimères, tétramères ou des 
oligomères de chitosane. L’équipe de Sakai en 1991 a purifié un rare exemple d’exo-chitosanase, celle 
de Nocardia orientalis (Sakai et al., 1991). Les exo-chitosanases hydrolysent spécifiquement le lien P* 
1,4-glucosamine de l’extrémité non réductrice produisant des imités de monosaccharides (Fukamizo 
and Brzezinski, 2007).
Les chitosanases diffèrent des chitinases par le fait qu’elles peuvent hydrolyser le chitosane 
hautement désacétylé, alors que les chitinases hydrolysent préférentiellement les polymères hautement 
TV-acetylés (Somashekar and Joseph, 1996). Les chitinases ont été classifiées comme des enzymes qui 
peuvent hydrolyser les liens GlcNAc-GlcNAc et non pas GlcN-GlcN.
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En ce qui concerne la spécificité de clivage du chitosane, les chitosanases peuvent être divisées en trois 
classes, en fonction de la reconnaissance de résidus acétylés et non-acétylés.
Les chitosanases de classe I
Les chitosanases de la classe I hydrolysent les liens GlcN-GlcN et GlcNAc-GlcN, comme c’est le cas 
des chitosanases de Bacillus pumilus, Pénicillium islandicum et Streptomyces sp. N I74 (Fenton and 
Eveleigh, 1981; Fukamizo et al., 1994; Fukamizo and Brzezinski, 2007).
Les chitosanases de classe II
Les chitosanases de classe II hydrolysent uniquement les liens GlcN-GlcN comme, par exemple, la 
chitosanase de Bacillus sp. No 7-M (Izume et al., 1992).
Les chitosanases de classe III
Les chitosanases de classe III hydrolysent les liens GlcN-GlcN et GlcN-GlcNAc, comme les 
chitosanases de Bacillus circulons MH-K1, Nocardia orientalis et Bacillus circulons WL-12 
(Mitsutomi et al., 1998; Sakai et al., 1991; Yabuki et al., 1988).
2.5.2.3 Poids moléculaire
Les chitosanases sont caractérisées par leur faible PM qui se situe en général dans l’intervalle 
de 20 à 50 kDa, ce sont donc des protéines relativement petites. Cependant, il existe des chitosanases 
qui ont un PM plus élevé comme les chitosanases de Bacillus licheniformis MB-2 et Gongronella sp. 
JG qui ont respectivement un PM de 75 et 90 kDa (Ekowati et al., 2006; Zhou et al., 2008).
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2.5.2.4 Spécificité du substrat
Plusieurs enzymes décrites comme étant des chitinases, lysozymes ou des exo-N-acétyle-p-D- 
glucosaminidases peuvent hydrolyser plus ou moins efficacement le chitosane. Pour toutes ces 
enzymes, l’activité dépend du DA du substrat. En effet, les chitinases et les lysozymes hydrolysent 
préférentiellement les polymères hautement acétylés, tandis que les chitosanases hydrolysent plus 
efficacement les chitosanes faiblement acétylés (Boucher et al., 1992). Le degré d’acétylation du 
chitosane influence donc fortement le taux d’hydrolyse de différentes chitosanases. Pour certaines 
chitosanases l’activité augmente avec le degré d’acétylation du chitosane, comme les chitosanases de 
Bacillus subtilis KHI et Aspergillus sp.Y2K (Cheng and Li, 2000; Omumasaba et al., 2000). La 
chitosanase de Bacillus circulons MH-K1 peut hydrolyser du chitosane avec une large gamme de 
degrés d’acétylation, elle a une activité maximale face au chitosane ayant 80% DDA. Il semble donc 
que la présence d’une certaine proportion de résidus N-acetylglucosamine dans le substrat contribue à 
augmenter l’activité de l’enzyme (Yabuki et al., 1988).
2.5.2.5 Influence du pH et de la température sur l’activité des chitosanases
Le pH effectif pour les différentes chitosanases est habituellement entre 4 et 7. La majorité des 
chitosanases ont une activité optimale à un pH légèrement acide autour de 5.5. Cependant, la 
chitosanase de Matsuebacter chitosanotabidus 3001 a un pH optimal de 4 et celle de Bacillus subtilis 
KHI un pH optimal de 7 (Park et al., 1999; Yabuki et al., 1988). La température optimale des 
chitosanases rapportées dans la littérature varie de 30 à 70°C. La majorité des chitosanases ont une 
température optimale de 50°C. Par contre, les chitosanases de Myxobacter AL-1, Aspergillus sp.Y2K, 
Bacillus licheniformis MB-2 ont une température optimale de 70°C (Cheng and Li, 2000; Ekowati et 
al., 2006; Hedges and Wolf, 1974).
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2.5.2.6 Thermostabilité des chitosanases
La thermostabilité des chitosanases est habituellement évaluée à partir de deux types 
d’expériences. En premier lieu, elle découle des expériences dites « de détermination de la température 
optimale» où l’activité de l’enzyme est mesurée pendant un temps réactionnel défini (qui est 
généralement entre 10 et 30 minutes) pour une série de températures. Des valeurs de températures 
optimales pour diverses chitosanases ont été citées dans la section 2.5.2.5. En second lieu, les enzymes 
purifiées, solubilisées dans un tampon, sont préincubées en absence de substrat pendant des temps 
variables à des températures variables. Suite à cette incubation, on utilise la réaction standard pour 
mesurer l’activité résiduelle. Le tableau 1 présente quelques exemples d’études de thermostabilité des 
chitosanases en absence du substrat.
À noter que pour la plupart des chitosanases il n ’y a pas eu d’études plus approfondies pour la 
compréhension de la thermostabilité. En réalité, on possède peu d’éléments pour la définition des 
résidus responsables de la thermostabilité d’une chitosanase, comme c’est le cas avec les résidus 
impliqués dans des sites catalytiques. D’autre part, il n y a pas d’études de la thermostabilité des 
différentes chitosanases en présence de leur substrat, ce qui est plus pertinent d’un point de vue 
biotechnologique. Au meilleur de nos connaissances, la chitosanase de Streptomyces N I74 (CsnN174) 
est la seule enzyme qui a fait l’objet d’une étude de thermostabilité réalisée en absence et en présence 
de substrat. L’estimation de la thermostabilité en absence du substrat de la CsnN174 a montré qu’elle 
est parfaitement stable à 45°C, mais à 50°C la' demi-vie de l’enzyme n’est que de 30 min, alors qu’à 
55°C elle n’est plus que quelques minutes (Boucher et al., 1992). Une étude par spectrofluorimétrie de 
la CsnN174 a montré qu’elle avait un point de fusion (Tm) de 43.2°C en absence de substrat, mais que 
la présence de substrat hexaglucosamine augmente le point de fusion jusqu’à 52°C (Honda et al., 1997). 
Cette dernière étude a été réalisée avec un mutant inactif de CsnN174 pour éviter l’hydrolyse de 
l’hexamère lors de l’analyse fluorimétrique. Pour permettre l’étude de la thermostabilité de l’enzyme 
active en présence de son substrat, une technique basée sur l’analyse des courbes de progression de la 
réaction d’hydrolyse à différentes températures a été adoptée. Cette technique a montré que l’hydrolyse 
du chitosane par la CsnN174 progresse de manière linéaire pour de nombreuses heures à 45°C, mais
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que la désactivation thermique résulte en une demi-vie de l’enzyme de 21 min à 60°C et de 6.5 min à 
65°C(Roy et al., 2007).
En résumé, la CsnN174 est relativement peu thermostable et son comportement ne répond donc pas aux 
exigences de l’hydrolyse à température élevée.
Tableau 1. Exemple d’étude de thermostabilité des chitosanases en absence du substrat
Chitosanase
Activité 
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2.6 Élaboration des objectifs du projet de doctorat
Mon projet de doctorat découle du besoin d’identification de nouvelles chitosanases 
thermostables qui répondent aux exigences d’hydrolyse du chitosane à haute température (65 — 70°C). 
En effet, à l’échelle industrielle, l’utilisation des concentrations élevées de chitosane cause un 
inconvénient majeur dû à la viscosité qui augmente avec la concentration du substrat. Ce problème peut 
être minimisé en augmentant la température de la solution de chitosane à hydrolyser. On considère que 
pour l’hydrolyse du chitosane la température de 70°C constitue une limite supérieure, du moins pour les 
procédés durant de nombreuses heures, à cause de la réaction de Maillard qui conduit au brunissement 
de sucres affectant leur qualité commerciale (Zeng et al., 2007). Ainsi, à température élevée on peut
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utiliser des concentrations plus élevées de chitosane sans que la viscosité ne devienne excessive. De 
plus, un procédé de fabrication à température plus élevée ne nécessite aucune modification majeure 
dans les équipements comme les bioréacteurs. L’augmentation de la température d’hydrolyse du 
chitosane permettra d’une part de produire des lots d’oligosaccharides plus importants avec les mêmes 
équipements et d’autre part, de faire des économies d’enzyme, car l’activité enzymatique est plus 
grande à température élevée pourvu que l’enzyme soit thermorésistante.
La littérature rapporte différentes approches menant à l’isolement de microorganismes 
produisant des chitosanases, en particulier des chitosanases thermostables (Chapitre 2 section 1). Dans 
les méthodes de sélection des isolats décrites auparavant l’effet antimicrobien du chitosane n ’a jamais 
été pris en considération. En effet, il a été établi que l’effet antimicrobien dépend du poids moléculaire 
du chitosane. Plus le poids moléculaire du chitosane est haut plus son effet antimicrobien est important. 
L’effet le plus important a été remarqué pour un chitosane dont le poids moléculaire est autour de 
lOkDa (Zheng and Zhu, 2003). Ainsi, il était fort probable que dans des conditions de sélection où les 
concentrations de chitosane étaient plutôt élevées les chercheurs ont sélectionné les isolats les plus 
résistants au chitosane et non les meilleurs producteurs de chitosanase.
Lors de l’implantation de la technique de criblage pour le présent projet, nous avons pris en 
considération dans un premier temps l’effet antimicrobien du chitosane, pour le moduler. En effet, trois 
types de chitosane de poids moléculaires différents seront utilisés lors de l’étape d’enrichissement. Par 
la suite, l’étape de sélection se déroulera sur des milieux différents qui contiendront ou pas du chitosane 
comme seule source de carbone, car le chitosane est une source riche de nutriments contenant autant du 
carbone que d’azote, mais c’est aussi un polymère toxique pour les microorganismes bien connu pour 
son action antimicrobienne. Ainsi, la procédure adoptée diffère de la plupart des méthodes de sélection 
présentées dans la littérature par l’introduction d’une étape d’enrichissement avec trois types de 
chitosane de poids moléculaire différent, suivi de sélection sur trois milieux différents et enfin, une 
mesure de productivité en chitosanase effectuée en microplaque sur des milliers d’isolats. La sélection 
des chitosanases les plus thermostables sera réalisée par le test de thermostabilté en présence de substrat 
(Boucher, 1992). Cette manière de procéder a pour but de favoriser l ’obtention d’isolats diversifiés en 
fonction des conditions imposées lors de l’étape d’enrichissement.
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Les objectifs spécifiques de ce présent projet de doctorat sont les suivants:
fi
• La mise au point d’une nouvelle méthode de dosage de chitosanase pour un criblage rapide et 
facile des bactéries productrices de chitosanases;
• L’isolement et l’identification de nouvelles bactéries productrices de chitosanases;
• La purification et la production des chitosanases les plus thermostables (qui peuvent demeurer
stables et pleinement actives à 70°C);
• Le clonage et le séquençage du gène codant pour la chitosanase la plus thermostable;





Développement d’une nouvelle méthode de dosage de chitosanase
1. Résumé
Dans le but d’estimer l’activité des chitosanases on utilise habituellement la mesure de la 
concentration de produits relâchés par l’activité enzymatique. Du point de vue de leur nature chimique, 
ces produits sont des sucres réducteurs. Ainsi, plusieurs méthodes de dosages ont été utilisées, basées 
sur la réaction avec l’acide dinitrosalicylique (DNS) pour le dosage de l’activité chitosanase produite 
par Gongronella.sp. JG, (Zhou et al., 2008) la réaction de Nelson-Somogyi pour le dosage de la 
chitosanase produite par Bacillus megaterium PI (Pelletier and Sygusch, 1990), la réaction de Shales 
pour celle produite par Bacillus licheniformis. MB-2 (Ekowati et al., 2006) et enfin le réactif de Lever 
pour la chitosanase de Streptomyces sp. NI 74 (Katsumi et al., 2005).
Les différentes méthodes de dosage de sucres réducteurs citées plus haut sont parmi les plus utilisées, 
cependant chacune a des inconvénients qui empêcheraient son utilisation notamment dans le cadre de 
notre étude. Le tableau 2 dresse un profil de comparaison entre les différentes méthodes. La méthode de 
Lever modifiée reste la plus sensible (8 fois plus que la méthode Nelson-Somogyi) (Fayed, 1997) .
Dans le cadre de ce projet, il fallait mettre au point une nouvelle méthode de détection de 
production de Csn rapide et peu laborieuse afin de pouvoir sélectionner de nouvelles bactéries 
productrices de Csn. La méthode de mesure de l’activité Csn par dosage de sucres réducteurs serait très 
difficile à adapter pour réaliser un criblage à grande échelle, nécessitant beaucoup de matériel est étant 
plutôt laborieuse.
L’article suivant décrit une nouvelle méthode de dosage d’activité Csn qui a été utilisée comme un outil 
efficace dans le criblage et la sélection de nouvelles bactéries productrices de Csn.
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Tableau 2. Comparaison entre les différentes méthodes de dosage de sucres réducteurs
Méthodes ! Avantages Inconvénients L Références
Shales Temps de réaction court 
Courbe standard de 
glucosamine linéaire entre 0 et 
0.08 mM
Bouillir la réaction à 100°C 
Le réactif dégage un gaz 
toxique une fois mélangé à 
l’acide




Temps de réaction court 
Courbe standard de 
glucosamine linéaire entre 0 et 
1 mM ;
Bouillir la réaction à  100°C. 
Utilisation de réactifs ;
i
dangereux •
L ’essai n ’est pas linéaire pour !' ' ! 
-  . *  '  • '  f




Simple et rapide Bouillir la réaction à 100°C. 
Dosage surévalué en présence 
d’oligosaccharides**
Signal pour la courbe 
standard de glucosamine est 
linéaire entre 0.5 et 3.5 mM
(Miller, 1959)
j Lever modifiée 
! selon Schep
Temps de réaction court 
Courbe standard de; 
glucosamine est linéaire entre 
0 et 0.4 mM
Bouillir la réaction à  100°C j
j
{
(Schep et al., 1984)
*Le chitosane non hydrolysé qui précipite et est éliminé par centrifugation à la fin de la réaction chélate les sels de cuivre présents dans le 
réactif de Nelson-Somogyi, ce qui fait diminuer la densité optique et rend l’essai non linéaire (Ryszard Brzezinski, communication 
personnelle).** On observe un clivage d ’oligosaccharides en molécules de degré de polymérisation moins élevé, ce qui crée de nouvelles 
extrémités réductrices en surévaluant ainsi l’activité enzymatique (Ryszard Brzezinski, communication personnelle).
La nouvelle méthode de dosage d’activité chitosanase en utilisant le Remazol Brillant Blue 
chitosane s(RBB-C) comme substrat est détaillée dans l’article intitulé: A dye-labelled soluble substrate 
fo r the assay o f endo-chitosanase activity et publié dans la revue Carbohydrate Polymers.
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La contribution des auteurs est la suivante: M. Zitouni a optimisé les paramètres des différentes étapes 
du dosage afin de maintenir la linéarité de la méthode; a testé la méthode avec diverses chitosanases et a 
démontré l’utilité de la méthode pour un criblage en microplaques (in vitro) et avec des cultures 
bactériennes en boîtes de Pétri. Elle a également rédigé la première version de l’article. M. Fortin a 
synthétisé le substrat sRBB-C, effectué l’expérience permettant de déterminer l’équation pour le calcul 
de l’activité et produit le graphique illustrant cette expérience. J-S. Thibeault a testé différentes 
techniques afin de synthétiser le substrat sRBB-C. R. Brzezinski a participé à la rédaction de l’article et 
a supervisé l’ensemble des travaux.
Zitouni, M., Fortin, M., Thibeault, J.-S., Brzezinski, R. (2010). A dye-labelled soluble substrate for the 
assay of endo-chitosanase activity. Carbohydrate Polymers 80 (2), 522-525.
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2. A dye-labelled soluble substrate for the assay of endo-chitosanase activity
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Centre d’Étude et de Valorisation de la Diversité Microbienne, Département de Biologie, Faculté des 
Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke (Québec) J1K 2R1 Canada





Coupling Remazol Brilliant Blue R (RBB) to chitosan that has been subjected to partial 
enzymatic hydrolysis gave rise to a new dyed derivative of chitosan which is highly soluble in slightly 
acidic buffers or microbiological media. The RBBxhitosan ratio has been carefully optimized, as well 
as the reaction conditions, to obtain a quasi-linear, sensitive assay for chitosanase. The substrate 
(sRBB-C) is useful for microtitre plate-based screening and for assay of chitosanase activity in the 
presence of high backgrounds of reducing sugars. Due to its solubility, sRBB-C is particularly suitable 
for the detection of chitôsanase-positive organisms on agar media.
INTRODUCTION
Dye-coupled polysaccharides are universally used for the detection or assay of glycoside 
hydrolases of endo-type such as 1,4-P-xylanases, 1,4-a-amylases or 1,4-P-glucanases (Biely, 
Mislovicova, and Toman, 1985; Farkas, Liskovâ and Biely, 1985; Kluepfel, 1988; Bailey, Biely, and 
Poutanen, 1992). Most of these substrates consist of native polysaccharides or their derivatives (such as 
hydroxyethyl cellulose) coupled to pigments used in textile technology such as Remazol Brilliant Blue 
R (RBB) or Ostazin Brilliant Red H-3B (OBR). The Remazol series of dyes was shown to be coupled 
to cellulose through a covalent bond (Bohnert, and Weingarten, 1959). For enzymes participating in the 
hydrolysis of polymeric aminosaccharides, such as lysozymes or chitinases, similar substrates were 
proposed (Wirth, and Wolf, 1990; Gômez Ramirez, Rojas Avelizapa, Rojas Avelizapa, and Cruz 
Camarillo, 2004). The protocols for enzyme assay using such substrates differ according to the 
solubility of the dye-coupled polysaccharide. For insoluble or colloidal substrates used as a suspension, 
the enzyme activity is determined by measuring the soluble chains liberated from the substrate after 
their separation by centrifugation or filtration. For soluble substrates, the assay involves a precipitation 
step with a concentrated salt or organic solvent aiming to separate the unhydrolyzed chains from the 
shorter fragments produced as the result of enzyme activity.
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These assays are generally more sensitive when used with soluble substrates. However, some 
polysaccharides, such as cellulose or chitin, must be chemically modified to increase their solubility by 
the addition of substituents such as hydroxyethyl or carboxymethyl groups (Biely et al., 1985; Wirth, 
and Wolf, 1990). Such modifications can result in a decreased sensitivity against specific enzymes, 
modifying or restricting the spectrum of detected enzymes (Zhang, Barr, and Wilson, 2000; Burzynski, 
Pislewska, and Wojtaszek, 2000; Martins, Rolling, Camassola, Dillon, and Ramos, 2008).
Chitosan, a partly or totally TV-deacetylated derivative of chitin has numerous potential 
applications in biotechnology (Harish Prashanth, and Tharanathan, 2007; Rinaudo, 2006). For many 
applications, moderate or low molecular weight chitosans are preferred over the native polymer (Harish 
Prashanth, and Tharanathan, 2007; Blanchard, Park, Boucher, and Brzezinski, 2003). While chitosan 
hydrolysis can be easily achieved using inorganic acids (Roberts, 1992; Allan, and Peyron, 1995), 
enzymatic methods are preferable as being environmentally friendly yet allowing a subtle control over 
the extent of hydrolysis. Enzymatic hydrolysis is also the method of choice for the preparation of 
chitosan oligosaccharides. Thus, there is a growing interest in chitosanases as tools for the study and the 
preparation of chitosans of varying chain length. The known endo-chitosanases belong to six families of 
glycoside hydrolases, GH5, GH7, GH8, GH46, GH75 and GH80 and more than a hundred chitosanase 
gene sequences are reported in databases (Cantarel, Coutinho, Rancurel, Bernard, Lombard, and 
Henrissat, 2009). However, the use of chitosanases at an industrial scale remains limited so far, 
indicating the need for the identification of new, more efficient and/or stable enzymes.
In this context, the dye-labeled substrates are particularly convenient for screening purposes, as 
the assay procedures involving such substrates can be èasily scaled-down to microtitre plates (Wirth, 
and Wolf, 1990). Recently, a Remazol Brilliant Blue-chitosan substrate has been described (Fen, Illias, 
Kamaruddin, Maskat, and Hassan, 2006). However, this substrate is used as a suspension (both in its 
powdered or colloidal forms) which precludes its use in microtitre-style screening. Here we describe a 
soluble dyed chitosan (sRBB-C) which has not been chemically modified in any way except coupling to 
RBB. The soluble substrate, very simple to use, displays increased sensitivity and allows chitosanase 




Chitosan (8% TV-acetylated, food grade) was kindly provided by Diversified Natural Products 
Canada (Granby, Québec, Canada). Endo-chitosanase from Streptomyces sp. N174 has been purified 
from recombinant Streptomyces lividans TK24 (pRL270) by ion-exchange and hydroxylapatite 
chromatography as described previously (Boucher, Dupuy, Vidal, Neugebauer, and Brzezinski, 1992; 
Dennhart, Fukamizo, Brzezinski, Lacombe-Harvey, and Letzel, 2008). All the other chemicals were 
from Sigma-Aldrich (StLouis, MÔ, USA).
Preparation o f soluble RBB-chitosan (sRBB-C)
Partial hydrolysis o f chitosan
Chitosan was dissolved in 0.4 M acetic acid at a final concentration of 5g/L. The viscous 
solution was heated to 50°C and hydrolysis was initiated by the addition of 0.6 units/L of N174 
chitosanase (Boucher, et al., 1992) while stirring. Incubation was conducted until the weight average 
molecular weight (Mw) of the polymer (estimated by the triple detector array method, Viscotek, 
Houston, TX) reached an approximate value of 30 kDa. Hydrolysis was terminated and the polymer 
recovered by salting out with trisodium citrate (3:1 salt:solute ratio) at 50°C for 45 minutes (Dupuis, 
and LeHoux, 2007) followed by centrifugation. The pellet, which contains an approximate proportion 
of 25% of salt (Dupuis, and LeHoux, 2007) was dried, and then dissolved in 0.2N HC1 at a final 
chitosan concentration of 25 g/L. Chitosan was re-precipitated by the addition of 5N NaOH to a final 
pH of 9.5. After centrifugation, the pellet was washed with distilled water until neutral pH obtaining the 
partly hydrolyzed chitosan paste.
Coupling reaction
Remazol Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich; approximate dye content 60%) was used as a 4% 
(w/v) aqueous solution.. The coupling reaction followed essentially previously published procedures 
(Wirth, and Wolf, 1990; Fen et al., 2006). For 50 ml of coupling reaction mixture, 2.5 g of partly
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hydrolyzed chitosan (dry weight equivalent) were combined with varying proportions of 4% RBB 
solution and distilled water, depending on the desired RBBrchitosan ratio. The best results was achieved 
using 17.8 ml of 4% RBB (corresponding to a w/w ratio RBB:chitosan 0.28:1). The suspension was 
incubated for 30 min at 60°C with occasional vortexing. The suspension was then centrifuged for 10 
min at 4000 rpm and the supernatant was discarded. The pellet was combined with distilled water to a 
final volume of 75 ml. This suspension was supplemented with 18.5 ml of 1.5% sodium potassium 
tartrate and 18.5 ml of 1.5 % sodium dichromate and incubated for 15 min at 90°C with occasional 
stirring. The dyed pellet was recovered by centrifugation and washed with distilled water until 
obtaining a clear supernatant. However, a too extensive washing resulted in some loss of dyed chitosan. 
Finally, the pellet was dried at 50°C and ground into a fine powder.
Biochemical assays
, Endo-chitosanase activity on sRBB-C was determined at 1 mg/mL substrate concentration in 
100 mM Na-acetate buffer pH 4.5. Routinely, 950 pi of substrate solution were mixed with 50 pi of 
appropriately diluted enzyme sample and incubated for 60 min at 37°C. The reaction was terminated by 
the addition of 500 pi of 0.6 NaOH. After 20 min of incubation in ice, the unhydrolyzed substrate was 
pelleted by centrifugation (10 min) in a microcentrifuge and the optical density (O D ) of the supernatant 
was measured at 595 nm against an appropriate blank in 1 cm polystyrene cuvettes. The O D 5 9 5  
measured in a reference tube (where the NaOH solution was added before the enzyme sample solution) 
was subtracted from the OD 5 9 5  of the reaction sample and the resulting value was used to estimate the 
enzyme activity from a standard curve (see Results). .
Endo-chitosanase activity was also measured by the release of reducing sugars from chitosan 
(Sigma-Aldrich; degree of N-acetylation of 18%) as described previously (Boucher, Fukamizo, Honda, 
Willick, Neugebauer, and Brzezinski, 1995) except that the jo-hydroxybenzoic acid reagent (Lever, 
1972) was supplemented as proposed by Schep and coworkers (Schep, Shepherd, and Sullivan, 1984) to 
achieve increased sensitivity.
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Agar medium fo r  detection o f  chitosanase-positive microorganisms.
A basal medium was prepared containing MgSC>4 (0.2 g/L), CaCh (0.02 g/L), K2HPO4 (1 g/L), 
KH2PO4 (1 g/L), FeCh (0.05 g/L), NaCl (2.5 g/L), glucose (1 g/L), (NIL,)2S0 4  (1 g/L), malt extract 
(Difco) (1 g/L), NaOH (5 mM) and agar (15 g/L) pH 6.5. 900 ml of water were added and the medium 
was autoclaved. Separately, the sRBB-C powder (a batch synthesized at a 2:1 RBBxhitosan ratio) was 
dissolved at 5 g/L in 100 ml of 50 mM HC1 and autoclaved. After sterilization, the hot agar medium 
(60°C) was combined with the sRBB-C solution and poured on Petri plates.
Results and discussion
Optimization o f substrate synthesis and assay method
Sixteen chitosan derivatives were synthesized using various RBBxhitosan ratios. We show 
(Fig. 1) their intrinsic optical densities (OD 5 9 5 ) when solubilised at 1 mg/ml as well as the OD 5 9 5  of 
non-precipitable reaction product liberated after 60 min. of incubation with 10 mU of endo-chitosanase 
from Streptomyces sp. N174. Both values increased up to a RBBxhitosan ratio of 0.364:1 (w/w). At 
higher ratios, the intrinsic optical density was further increased, as expected, but the product liberated 
by enzyme activity began to decrease -  probably because of steric hindrance between the active site of 












Figure 1. Release of dyed alkali-soluble fragments from sRBB-C preparations synthesized at various 
RBBxhitosan ratios. Each column corresponds to the absorbance of a 1 mg/ml solution of intact sRBB 
synthesized at the indicated RBBxhitosan ratio. The hatchet portion represents the maximal absorbance 
of alkali-soluble fragments released from the substrate after treatment with excess amounts of enzyme.
As in the case of Remazol Brilliant Blue-colloidal chitosan (Fen et al., 2006), enzyme assay 
with sRBB-C involves treatment with an alkaline solution to stop the reaction and initiate precipitation 
of unhydrolyzed polymer fragments. We compared the amount of dyed fragments released by various 
chitosanase amounts with the amount that remained in solution after treatment with three different 
concentrations of NaOH (Fig. 2). The shape of the optical density curve of unprecipitated product as a 
function of enzyme activity was markedly influenced by the NaOH concentration during the 
precipitation step. At higher concentrations, the plateau was reached at lower enzyme quantities. At
0.2M NaOH, the quasi-linear portion of the curve was much more extended, allowing assaying a wider 
range of enzyme concentrations before reaching the maximum plateau. This was also the minimal 
concentration at which unhydrolyzed sRBB-C was entirely precipitated (data not shown). We then 
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In a fmal step of optimization, we examined the length of the cooling and centrifugation steps. 
The optimal times found for these two steps were 20 min and 10 min respectively. Shorter cooling time 
gave less stable results at low enzyme quantities, while shorter centrifugation times did not allow for 
complete pelleting of unhydrolyzed chitosan (data not shown).
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Figure 2. Release of dyed alkali-soluble fragments from sRBB-C synthesized at 0.365:1 (w/w) 
RBBxhitosan ratio as a function of enzyme activity and NaOH concentration. During the precipitation 
step, NaOH concentration was: 0.2N (— ); 0.6 N ( -  • -); IN ( -  •• -).
Quantitative assay of endo-chitosanase activity
Using the optimized protocol, a complete standard curve allowing the calculation of enzyme 
activity from the optical density of alkali-soluble fragments was determined (Figure 3). As shown, 
within the effective range of O D 5 9 5  (0.03 -  0.9) the relationship OD vs. activity was essentially linear, 
corresponding to the empirical equation of:
Activity (U/ml) = 0.304 O D 5 9 5  + 0.013 












Figure 3. Relationship between absorbance and chitosanase enzyme activity obtained for sRBB-C 
synthesized at 0.365:1 (w/w) RBBxhitosan ratio. Standard protocol was applied for all the samples in 
triplicate. Only the linear part of the curve is shown.
The sRBB-C substrate allowed the assay of chitosanase solutions having activities as low as 15 
mU per ml. The chitosanase assay was also performed in the presence of high concentrations of 
reducing sugars (glucose; xylose or glucosamine; up to 5 g/L) and no interference was observed (data 
hot shown). The sRBB-C assay is then particularly useful in situations where low enzyme 
concentrations have to be determined in complex liquid media, for instance at early stages of microbial 
cultures where most of the carbon sources are still present in the culture supernatant. As an example of 
this use, we show the study of chitosanase induction in Kitasatospora sp. N106, a known chitosanase 
producer (Dubeau, Broussau, Gervais, Masson, and Brzezinski, 2005). Chitosanase production by this 
strain was induced by chitosan oligosaccharides and somewhat less efficiently by D-glucosamine, while 
no production was observed in medium with mannitol (Fig. 4). The high concentrations o f sugars 
present in the samples at short induction times would make it very difficult to measure precisely the 
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Figure 4. Induction of chitosanase production in Kitasatospora sp. N106. Cultures grown in Tryptic 
Soy Broth were divided into equal aliquots, the mycelia in each aliquot were collected by centrifugation 
and resuspended in minimal medium with 5 g/L of chitosan oligosaccharides (—), D-glucosamine (— ) 
or mannitol (-  • -). Data are averaged from triplicate experiment.
Use of sRBB-C for plate screening
As discussed above, the previous attempt to synthesize an RBB-derivative of chitosan resulted 
in a relatively poorly soluble polymer (Fen et al., 2006) which rendered difficult its application to direct 
screening of microbial colonies on agar media. The lower molecular weight derivative presented in this 
work can be easily included in agar media for detection of chitosanolytic microorganisms by plate 
clearing, giving the same advantages as the well known substrates for cellulose or xylanase producers 
(Farkas et al., 1985). Well defined clearing zones could be observed after 24h of incubation at 30°C for 
two known chitosanolytic bacteria chosen as an example (Figure 5). Thus the sRBB-C chitosan 
derivative was recognized as an inducer of chitosanase by the tested microorganisms, probably due to 
the incomplete substitution of D-glucosamine residues in the chitosan chain.
Figure 5. Detection of chitosanolytic bacteria on agar medium with sRBB-C. Incubation was for 24h at 
30°C. A: Amycolatopsis orientalis subsp. orientalis; S: Saccharopolyspora erythtraea NRRL2338, K: 
Kitasatospora sp. N106.
This new soluble RBB-derivative of chitosan, simple in use ànd responding almost linearly to 
chitosanase activity is be useful for screening procedures. It offers an interesting alternative for precise 
determination of chitosanase activity in situations where the interference from the media components 
does not allow to measure enzyme activity with the assays based on reducing sugar determination. The 
use of the substrate for studies of the regulation of expression of chitosanase genes is in progress in our 
laboratory.
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Méthodes d’isolement et sélection d’une nouvelle chitosanase thermostable 
Résumé
Ce travail rapporte les résultats obtenus pour F identification de nouvelles bactéries 
productrices de chitosanases en utilisant de nouvelles méthodes d’isolement et de sélection. Dans le but 
d’augmenter la biodiversité microbienne, plusieurs étapes du processus d’isolement et de sélection des 
isolats ont été planifiées pour diversifier l’effet antimicrobien du chitosane.
Dans un premier temps, une étape d’enrichissement a été introduite pour la première fois, en utilisant 
trois types de chitosane de différents poids moléculaire, haut (123 kDa), moyen (8kDa) et faible (4 
kDa). A la fin de l’étape d’enrichissement, certaines séries ont subi des traitements optionnels. Par la 
suite, la sélection des isolats a été réalisée sur différents milieux contenant ou non le chitosane comme 
seule source de carbone. Plus de 2000 isolats ont été examinés pour la production de chitosanase par un 
nouveau dosage d’activité chitosanase en utilisant le sRBB-C. Les chitosanases les plus thermostables 
étaient sélectionnées par un test de thermostabilité en présence de substrat. Les isolats 1794, 612 et 589 
ont été identifiés comme producteurs de chitosanases les plus thermostables. Parmi les chitosanases 
produites par ces trois isolats, la chitosanase 1794 s’est avérée la plus thermostable avec un temps de 




Plusieurs bactéries productrices de chitosanases ont été isolées directement d’échantillons 
prélevés dans le milieu naturel, comme Bacillus licheniformis MB-2, isolée d’une source d’eau chaude 
de Manado en Indonésie. Cette bactérie a été inoculée sur milieu nutritif solide contenant du chitosane 
comme seule source de carbone dans le but de vérifier la production de chitosanase (Ekowati et al., 
2006). Certains microorganismes ont été obtenus à partir de suspensions de sols, sans aucun 
enrichissement, mais la sélection de ceux qui produisent des chitosanases était effectuée suite à 
l’étalement de ces suspensions diluées sur des milieux solides contenant le chitosane comme seule 
source de carbone. Ainsi, Acinetobacter sp. CHB101 et Aspergillus sp. Y2K ont été isolés du sol et 
sélectionnés sur un milieu avec du chitosane DDA 70% et 85% respectivement (Chih Yu Cheng and Li, 
2000; Shimosaka et àl., 1995). Le bacille Bacillus sp. S65 est un autre microorganisme isolé à partir du 
sol, mais la sélection des isolats producteurs de chitosanases a été faite en deux étapes; la première avec 
un milieu sélectif solide et la deuxième sur le même milieu sélectif, mais sous forme liquide avec 
incubation de 5 jours (Su et al., 2006) .
Dans tous les travaux mentionnés, le chitosane a été ajouté sous forme de flocons insolubles au milieu 
de sélection solide ou liquide. Cependant, le chitosane peut être utiliser sous forme colloïdale, qui est 
alors dissous dans un acide avant son ajout au milieu de sélection. Cette technique a été utilisée par 
l’équipé qui a isolé Bacillus cereus D -ll à partir du sol à Taiwan. Dans ce dernier cas, le chitosane 
DDA 86% n’était pas la seule source de carbone dans le milieu de sélection (Gao et al., 2008). L’isolat 
Bacillus sp. KCTC 0377BP originaire du sol a également été sélectionné sur un milieu solide contenant 
du chitosane colloïdal (Choi et al., 2004). Enfin, la sélection de Bacillus megateriumPl isolé à partir de 
compost a été réalisée en milieu liquide contenant du chitosane DDA 81% (Pelletier and Sygusch, 
1990).
Dans les études antérieures, les auteurs faisaient varier l’origine de la population microbienne, le pH ou 
la température, mais ne prenaient jamais en considération l’effet inhibiteur du chitosane sur les 
bactéries. Il faut cependant mentionner que le mécanisme de l’inhibition des bactéries parle chitosane 
n’a été élucidé que récemment (Helander et al., 2001).
La procédure adoptée dans le présent projet est différente de toutes les méthodes de sélection 
présentées dans la littérature par l’introduction d’une étape d’enrichissement. A la recherche de
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nouvelles bactéries productrices de chitosanases thermostables, les méthodes d’enrichissement utilisées 
étaient diversifiées dans le but de moduler l’effet antimicrobien du chitosane, par conséquent de 
favoriser l’obtention d’isolats variés.
Ce chapitre rapporte les méthodes et les résultats obtenus lors du criblage employés pour sélectionner 
de nouvelles bactéries productrices de chitosanases thermostables.
2. Matériel et méthodes
2.1 Enrichissement en milieu solide
Dans une boite de pétri, 8 g de compost (poids humide) ont été mélangés avec lg  de chitosane 
sous forme de poudre fine. Par la suite le mélange a été légèrement humidifié avec une des deux 
solutions de sels suivantes; la solution BH; 3.27g/l sels Bushnell Haas et 6.44g/l K2HPO4 ou la solution 
BHMg; 3.27g/l sels Bushnell Haas, 6.44g/l K2HPO4 , 10g/l MgSC>4 . Les solutions avaient un pH entre
6.5 et 6 .8 . Les boîtes de pétri avec les mélanges ainsi préparés ont été incubées à des températures 
variables (de 30 à 55°C) pendant 6  semaines. Le compost a été humecté régulièrement (tous les deux 
jours) avec les solutions BH ou BHMg pour éviter le dessèchement. Afin de limiter la croissance des 
moisissures, les solutions BH ou BHMg ont été supplémentées avec des agents antifongiques: 
cycloheximide (50mg/l) et benomyl (50mg/l). A la fin de la période d’incubation, lg  du compost a été 
suspendu dans 10ml d’eau peptonée; 10g/l peptone, 5g/l Nacl, 3.5g/l Na2HP0 4, 1.5g/l KH2PO4 . La 
solution a été bien vortexée, puis centrifugée légèrement 1 min à 500 rpm, pour être ensuite diluée de 
1 0 ' 1 à 10"6 et étalée sur les différents milieux: milieu riche, milieu sélectif, milieu restrictif.
2.2 Milieux de sélection
Le milieu riche appelé aussi Tryptone Yeast Glucose (TYG), était composé de; 3.27g/l Bushnell 
Haas; 2.5g/l Tryptone; 1.25 g/l Yeast Extract; 0.5g/l Glucose; 5g/l NaCl. pH 6.5.
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Le milieu Sélectif (MS), était composé de 0.2g/l MgS0 4 .7 H20 ; 0.02g/l CaCl2; lg/1 K2HPO4 ; 1 g/l 
KH2PO4 ; 0.05g/l de FeCb ; 5g/l NaCl. Après autoclavage, 4g/l de chitosane de faible poids moléculaire 
y ont été ajoutés.
Le milieu Restrictif (MR), était composé de trois solutions : 1) solution de sel lOx composé de 10g/l 
MgS04 .7H20; 100mg/l FeS04 .7H20; 7mg/l ZnCl2; 3g/l CaCl2. 2H20; 6 6  mg/1 MnCl2 .4H20; 10g/l 
NaCl; lg/1 K 2 HPO 4 , 2) Solution de base d ’agar composé de 15g d’agar; 0.2g peptone; 0.2g glucose et 
600ml d’eau distillée, 3) Solution de chitosane (10g/l) préparé en mélangeant 3g de chitosane (Sigma 
DDA 84%) avec 297.4 ml H20. Après autoclavage, 2.6ml de HC1 11.6 N ont été ajoutés au liquide 
chaud, pour la dissolution du chitosane. Les trois solutions ont été chauffées à 50°C avant d ’être 
mélangées pour la préparation du milieu restrictif. Cent ml de solution de sel ont été mélangés avec 600 
ml de la solution de base d’agar et 300 ml de la solution de chitosane. Le pH a été ajusté avec du NaOH 
5N entre 6.5 et 7 et le milieu, toujours chaud, a été distribué dans les boites de pétri.
2.3 Milieux de culture et production de chitosanase
Le Tryptic Soy Broth Agar (TSA), était composé de 30g/l de Tryptic Soy Broth (TSB: Difco) et 
solidifié avec de l’agar (1.5%).
Le milieu de production de chitosanase, a été préparé à partir de quatre solutions. Y) La base de sel: 5g/l 
K2HPO4 ; 0.2 g/l MgSCL; 2g/l (NFL^SCL; lg/1 de malt extract ont été ajoutés à de l’eau distillée 
représentant 85% du volume final désiré. Le pH a été ajusté entre 6.5 et 6 . 8  avec du KOH ou HC1 puis 
la solution a été stérilisée par autoclave 15 min à 121°C. 2) le supplément de chitosane de 30kDa 
(lOx) a été préparé en dispersant 3g/l de chitosane 30 kDa dans de l’eau à l’eau distillée, le tout a été 
ensuite stérilisé par autoclave 15 min à 121°C. 3) le supplément de chitosane de 2kDa (20x) a été 
préparé en mélangeant 3g/l de chitosane 2kDa à l’eau distillée, le tout a été ensuite stérilisé par filtration 
(0.22 pm). 4) La solution de microéléments (5000x) était composée de lg/1 ZnS0 4 .7 H2 0 ; lg/1 FeSCL. 
7H20; lg/1 MnCl2. 4H20; lg/1 CaCl2 qui ont été ajoutés à l’eau distillée et stérilisés par autoclave 15 
min à 121°C. Pour 10 ml de milieu de production de chitosanase, 8.5 ml de la solution base de sel a été 
ajoutée à 1ml de supplément de chitodextrine 30kDa (lOx) et 0.5 ml de supplément de chitodextrine 
2kDa (20x) et 2 pi de solution de microéléments (5000x).
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2.4 Traitements appliqués après enrichissement
Différents traitements optionels ont été appliqués pour certaines séries d’enrichissement, dans 
le but d’augmenter la diversité microbienne.
Traitement à la chaleur sèche
Le traitement à la chaleur sèche a été réalisé en incubant lg d’échantillon dans une étuve 
soumis à une température de 120°C pendant 60min (Nonomura and Hayakawa, 1988). Les échantillons 
ont par la suite été mélangés à 10ml d’eau peptonée contenant du Tween 20 (0.02%) stérile et des 
dilutions allant de 10° à 10'7 ont été effectuées et étalées sur les différents milieux de sélections.
Traitement au phénol
Le traitement au phénol a été réalisé en dispersant lg d’échantillon dans 10ml de solution 
aqueuse de phénol 2.5% (pH 6.0) (Nonomura and Hayakawa, 1988). La suspension a été incubée à 
50°C pendant 30min et agitée par inversion à l’aide d’un agitateur rotatif. Ensuite, la suspension a été 
centrifugée et le culot a été dispersé dans 10ml d’eau peptonée contenant du Tween 20 (0.02%) stérile 
(tube 1). Pour faire des dilutions, 0.1ml du tube 1 a été dilué dans 10ml d’eau peptonée (tube 2). Enfin, 
0.1ml du tube 2 a été dilué dans 10ml d’eau peptonée (tube 3). Un volume de 0.2 ml des tubes 2 et 3 a 
été étalé sur milieu riche (TYG) et 0.5 ml des mêmes tubes ont été étalés sur milieu sélectif (MS) et 
restrictif (MR).
Traitement avec filtration
Le traitement avec filtration a été réalisé en mélangeant lg  d’échantillon avec 10 ml d’eau 
peptonée, le tout étant ensuite broyé avec un mortier et filtré sur un filtre de 8pm. Le filtre a été 
récupéré et déposé dans 3ml eau peptonée puis le tout a été vortexé. Des dilutions de 10’10 et 10'11 ont 
été réalisées puis lOOpl de chaque dilution ont été étalés sur milieu TSA-0.01x (préparé en dissolvant
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seulement 0.03g/l de poudre TSB Difco par litre d’eau puis ajoutant 15g/l d’agar). Les pétris ont été 
incubés pendant trois semaines pour être testées par la suite sur milieu restrictif par observation d’une 
éventuelle zone d’éclaircissement.
Traitement aux acides humiques
Le traitement aux acides humiques (Nonomura and Hayakawa, 1988) a été réalisé en 
mélangeant lg d’échantillon avec 10 ml d’eau peptonée contenant du Tween 20 (0.02%) stérile. Des 
dilutions allant de 10'1 à 10‘7 ont été effectuées et étalées sur le milieu avec acides humiques. Ce milieu 
contenait, acide humique dissous dans du 0.2N NaOH; 0.5g/l Na2HP04; 1.7g/l KC1; 1ml solution de 
micro éléments (lg/1 Zn SO4 .7 H2O; lg/1 FeS04.7H20; lg/1 MnCl2.4H20,); 18g/l agar; pH 7.2. Avant de 
couler les pétris, 1ml de solution de vitamine a été ajoutée (lOOmg riboflavine; lOOmg nicotinamide; 
10mg acides p-aminobenzoique; 50mg thiamine; 20mg biotine; 100ml eau distillée puis stérilisé par 
filtration).
2.5 Inoculation des isolats
Dans le but de sélectionner les isolats positifs, des étalements par épuisement sur des pétris TSA 
ont été réalisés à partir des milieux de sélection, afin de purifier chaque isolât. L ’incubation a été faite à 
la température optimale. Pour tester la capacité de produire la chitosanase, des suspensions bactériennes 
ont été préparées en prélevant à l’aide d’un manche de Koch une colonie isolée qui a été suspendue 
dans 500pl eau peptonée. Le milieu de production de chitosanase a été préparé puis dispersé dans des 
microplaques de 96 puits de 2ml (1.2ml de milieu dans chaque puits). La microplaque a été inoculée par 
300pl de suspension bactérienne dans chaque puits. Des triplicatas ont été réalisés pour chaque isolât. 
Les microplaques ont été incubées dans l’agitateur pour microplaques à 350 rpm à 45°C pour 48h. Les 
microplaques ont été centrifugées 10 min à 4000 rpm, le surnageant a été récupéré pour un dosage avec 
le substrat sRBB-C (Zitouni et al., 2010).
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2.6 L’estimation de la thermostabilité en présence de substrat
Le comportement de l’enzyme peut être décrit par la cinétique d’inactivation thermique de 
premier ordre (Prenosil et al., 1987)
Cg = CEj exp(- K dt)
où C e  est la concentration de l’enzyme au temps t 
Cei est la concentration initiale de l’enzyme 
IQ est la constante de désactivation
Les équations qui suivent sont tirées du mémoire de maîtrise de Boucher (Boucher, 1992), elles visent à 
déterminer la constante de désactivation IQ à partir de l’accumulation du produit en fonction du temps P 
(t). Les calculs débutent par l’équation générale d’une réaction avec participation d’une enzyme en tant 
que catalyseur:
où K est la constante de vitesse.
Pour tenir compte de l’inactivation de premier ordre que subit l’enzyme on remplace Ce par 
Cei exp (-K^t) ce qui donne:
^ -■ K T £,ex p (-K /)
dt
dP = KCe, exp(- K dt)dt 
Pour exprimer P à un temps quelconque t, cette équation doit être intégrée entre t et t=0:
i
P = KC£lJexp (- K dt)dt
P = K C J -
exp(- Kdt ) | 1 
Kd Kd
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K étant une constante et C Ei étant connu pour une expérience donnée, on peut les remplacer par une 
nouvelle constante Kj = K CEi :
P  ” ~~r (l -  exp(- K j) )
Kd
Les courbes de la progression d’hydrolyse ont été analysées par le logiciel NLRJEG (courtoisie du 
professeur A. Lasia, Département de Chimie, Université de Sherbrooke) dans le but de déterminer les 
valeurs les plus probables de Kd. Pour chacune des températures, le temps de demi-vie de l’enzyme (ti/2) 
a été calculé en le définissant comme la période de temps nécessaire pour inactiver l’enzyme à 50%:





^ f  = Q,exp [~Kdty^  
0.5 = exp \ - K dt y ^





L’approche permettant d’estimer la thermostabilité d’une enzyme dans les conditions 
opérationnelles, donc en présence de son substrat, consiste à incuber cette dernière avec le substrat. La 
thermostabilité est estimée à partir de l’allure de la progression de la réaction d’hydrolyse, donc en 
fonction de l’accumulation du substrat. Cependant une mise en garde s’impose, les conditions 
réactionnelles doivent être adéquatement choisies afin d’éviter un épuisement du substrat disponible 
pendant l’expérience. Il est donc impératif de n’ajouter que de très petites activités d’enzyme.
La figure 13 montre théoriquement les deux cas de figure qu’on peut distinguer en pratique, à savoir 
une enzyme thermostable et une enzyme thermolabile. Une enzyme thermolabile se dénature 
progressivement et perd son activité à une température donnée, ceci se traduit par une courbe concave 
comme le montre la figure 13. En effet, on observe une accumulation du produit en fonction du temps 
puis la formation d’un plateau, indiquant l’arrêt de la réaction d’hydrolyse et correspondant à 
l’inactivation totale de l’enzyme à cette température. En revanche, la progression linéaire de la réaction 
indique une enzyme active et stable à cette température, on peut parler ainsi d ’une enzyme thermostable 





Figure 13. Principe de l’estimation de la thermostabilité d’une enzyme à partir de la progression
de la réaction (accumulation du produit)
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Pour nos expériences, la réaction d’hydrolyse réalisée sur des surnageant bruts, était menée à des 
concentrations de chitosane 5g/l (Sigma DDA 84%) préparé dans du tampon acétate 50 mM pH 4.5. 
Les températures d’incubations testées étaient: 70, 75, 78, 80 et 95 °C, l’estimation de l’accumulation 
du produit en fonction du temps a été réalisée par dosage de sucre réducteur.
La réaction a été démarrée en mélangeant, 2880pl de substrat avec 120pl échantillons enzymatiques à 
tester, dilués de manière appropriée. Le mélange était incubé à des temps variables (20, 40, 80, 60, 
120,160 minutes) aux tempratures appropriées. La réaction a ensuite été arrêtée par addition'de 1ml de 
réactif de Lever (Lever, 1972) telle que modifié par (Schep et al., 1984). Le mélange résultant a été 
incubé pendant 20 min à 100°C, refroidi sur glace et centrifugé (5min à 13000rpm) pour prcipiter le 
chitosane qui n’a pas réagi. Les sucres réducteurs du surnageant de la réaction ont été déterminés à 
405nm contre une courbe de D-glucosamine standard. Une unité de chitosanase est définie comme la 
quantité d’enzyme qui a généré 1 pmole de D-glucosamine équivalent par minute sous les conditions 
spécifiées.
3. Résultats
3.1 Sélection d’isolats producteurs de chitosanases
Le criblage de nouvelles bactéries productrices de chitosanase a été réalisé suite à la 
combinaison de 16 séries d’enrichissements à partir de 16 composts commerciaux et de trois types de 
chitosanes à savoir, chitosane de haut PM (123 kDa), PM moyen (8 kDa) et faible PM (3 kDa). Chaque 
série était incubée à de températures variables avec humectation par un des deux milieux nutritifs. A la 
fin de l’enrichissement, certaines séries ont subi des traitements optionnels. La figure 14 schématise le 
processus d’enrichissement où toutes les combinaisons sont possibles. La sélection des isolats purifiés a 
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Figure 14. Schéma des étapes d’enrichissement et de sélection
Au total, 2200 isolats ont été obtenus suite à l’étape de sélection. Ils étaient examinés pour la 
production de chitosanases par le dosage sRBB-C mis au point pour le dosage d’activité chitosanase à 
grande échelle (Zitouni et al., 2010).
Dans les premières séries d’enrichissements testées (sans post-traitements optionnels), le dosage 
d’activité chitosanase par sRBB-C a permis de sélectionner 65 isolats producteurs d ’activité 
chitosanases et 72 isolats issus d’enrichissement avec des post-traitements optionnels. La Csn N I74 a 
été utilisée comme témoin positif lors du dosage enzymatique. Dans ces premières séries, les isolats 612 
et 589 se sont démarqués par une production de chitosanase élevée. L’isolat612 producteur de la 
chitosanase 612 était maintenu comme témoin positif pour le dosage de chitosanase par sRBB-C en 
microplaque.
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3.2 Sélection de chitosanases thermostables
Dans le but d’identifier les chitosanases les plus thermostables, nous avons réalisé dans un 
premier temps, des tests de thermostabilité à 70°C. Toutefois, si plusieurs chitosanases pérsentaient un 
profil linéaire à 70°C, le test de thermostabilité était réalisé à des températures supérieures à 70°C pour 
pouvoir les distinguer.
Les tests de thermostabilité ont été effectués sur les surnageants bactériens des 65 isolats positifs au 
dosage s-RBB-C issu des séries d’enrichissement sans post-traitement optionnel. Dans cette série, la 
chitosanase 612 a été identifiée comme la plus thermostable de sa série d’enrichissement (résultats non 
montrés), elle a été purifiée et utilisée comme témoin positif lors de la réalisation des tests de 
thermostabilité pour les séries d’enrichissement ultérieures, à savoir les séries avec post-traitement 
optionnel.
Dans les séries avec post-traitement optionnel, seulement les isolats positifs pour le dosage sRBB-C 
ayant une activité chitosanase égale ou supérieure à l’isolat 612 ont été choisis,pour le test de 
thermostabilité. Ainsi, 51 isolats dont la DO était supérieure ou égale à 0.2 (DOs95nm minimale obtenue 
pour le dosage sRBB-C en microplaqüe de la Csn612 purifiée) ont été maintenus pour le test de 
thermostabilité.
La figure 15, montre Un exemple de résultats obtenus pour l’estimation de thermostabilité en 
présence de substrat de différents surnageant bactériens représentants quelques isolats issus des séries 
d’enrichissement avec post-traitements optionnels. Ainsi les Csn 1794, 1788, 1818, 1837, 1838, 1881, 
1882 ont été comparées avec la chitosanase 612 purifiée.
On peut noter qu’à 70°C, plusieurs enzymes montrent un profil réactionnel typique d’une enzyme 
thermostable dû à la progression linéaire de la réaction d ’hydrolyse. C’est le cas des enzymes 1794 et 
1818. En revanche, certaines enzymes sont progressivement inactivées à cette température, telle que 
l’enzyme 1838 (comme le montre bien son profil d’hydrolyse), d’où son élimination pour des tests de 
thermostabilité à de plus hautes températures. L’augmentation de la température à 75 et 78°C permet de 
bien distinguer les chitosanases les plus thermostables. On peut noter que la Csnl794 garde une quasi- 
linéarité à ces températures notamment à 78°C où sa thermostabilité est nettement supérieure au témoin 
positif Csn612. Ceci est confirmé par le calcul des demi-vies de la Csn 1794 et la Csn612 en présence de 
leur substrat à 78°C, qui est de 192 min et de 57 min respectivement. Dans les deux cas, ces valeurs
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sont de très loin supérieures à celles obtenues pour la CsnN174 produite par Streptomyces sp. N I74, 
précédemment étudiée dans le laboratoire, qui a un temps de demi-vie plus court que 1 min à 78°C.
Ainsi, suite au test de thermostabilité, quelques isolats ont été choisis en tant que producteurs 
des chitosanases les plus thermostables de leur série d’enrichissement, à savoir 1794, 1818, 1904, 1933, 
1986, 612 et 589. Le tableau 3 résume les conditions d’enrichissement et les milieux de sélections d’où 
ils sont isolés.
On constate en premier lieu, que pour les Csn les plus thermostables, il y en a 3 sur 7 qui sont produites 
par des isolats obtenus à partir d’enrichissement avec du chitosane de PM 4 kDa et 2 sur 7 avec du 
chitosane de PM 8 et 123 kDa. En deuxième lieu, il y avait presque autant de Csn thermostables issues 
d’un enrichissement humecté avec du milieu BH (3/7) que BHMg (4/7). De plus, on peut noter que les 
Csn les plus thermostables ont été obtenues à partir de procédures d’enrichissement menées à des 
températures d’incubation variant entre 30 et 45°C, issus, en majorité, d’un post traitement au phénol 
(5/7). Par ailleurs, il est intéressant de constater qu’aucun des isolats produisant des Csn thermostables 
n’a été sélectionné sur milieu restrictif, qui assurait pourtant les conditions de sélections les plus 
strictes, car le chitosane était la source de carbone et d’azote majoritaire.
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Figure 1S. Exemple de résultats obtenus pas estimation de la thermostabilité en présence de
substrat réalisé à différentes températures.
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Tableau 3. Résumé de conditions d’enrichissement et de sélection des isolats produisant Csn les
plus thermostables










1794 123 BH 37 Phénol TYG
1818 i
r  ~ï 
8 ! BHMg 37 ■ || Phénol MS
1904 123 BH 45 Phénol TYG
1933 1 8 M BHMg ; 45 |
f ■ • • " ;• • • .
Phénol j MS
1986 4 BH 45 Phénol MS
612
.Y.;:-: ■ ^  ■ i 
BHMg . 30 ^?li;JAucun ' . TYG
589 4 BHMg 30 Aucun MS
TYG ; milieu riche, MS ; milieu sélectif, BH ; Bushnell Haas, BHMg ; Bushnell Haas supplémenté avec du magnésium
3.3 Détermination du rang taxonomique des isolats produisant les Csnl794, 612 et 589
La détermination du rang taxonomique des isolats produisant les chitosanases 1794, 612 et 589 
été réalisée par microbiologie et biologie moléculaire. Les résultats obtenus (voir annexe I) indiquent 
qu’il s’agit de nouveaux isolats appartenant au genre Paenibacillus. Suite à ces résultats, les bactéries 
productrices des Csnl794, Csn612 et Csn589 sont identifiés comme Paenibacillus sp. 1794, 
Paenibacillus sp. 612, si Paenibacillus sp. 589.
3.4 Caractérisation biochimique et moléculaire de la Csnl794
La Csnl794, a fait l’objet d’une étude biochimique et moléculaire détaillée dans l’article 
(Zitouni et al., 2012) présenté dans le chapitre 3. Lors de ce travail, la Csnl794 a été identifiée comme 
un des membres de la famille 8 des glycosides hydrolases (GH8). La figure 16, montre l’arbre
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phylogénétique réalisé à partir d’alignement de séquences protéiques des enzymes appartenant à la 
famille GH8. On constate que parmi les enzymes GH8 avec des activités xylanase, endoglucanase, 
cellulase, la Csnl794 selon l’analyse bootstrap (valeurs supérieures à 95%), forme un embranchement 
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Figure 16. Phylogénie moléculaire basée sur l’homologie des séquences protéiques des enzymes
de la famille GH8
Arbre établi par la méthode Neighbour-joining avec analyse bootstrap réalisée par le logiciel MEGA4. Les valeurs au-dessus des nœuds 
correspondent aux valeurs de bootstrap.!?; Bacillus, P; Paenibacillus, cercle rond rempli; chitosanase, carré; endoglucanase, cercle vide; 
licheninase, losange; cellulase, triangle ; xylanase, Streptomyces sp.AA4 ; protéine putative GH8.
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4. Discussion
Dans le cadre de notre étude, nous avons mis au point une nouvelle procédure pour rechercher 
de nouvelles chitosanases thermostables. Plusieurs facteurs connus pour leur capacité d’influencer la 
sélection des bactéries productrices de chitosanases ont été pris en considération. Tout d’abord, le choix 
du compost de crevettes comme source de microorganismes, car les carapaces de crevettes contiennent 
beaucoup de chitine (matière première pour la production de chitosane) dont les segments moins N- 
acétylés constituent aussi un substrat pour les chitosanases. Lors de sa maturation, le compost subit une 
phase de chauffage où la température peut atteindre 70°C (Raven et al., 1999). Ainsi, le compost de 
crevette s’est avéré une excellente source de microorganismes qui peuvent non seulement dégrader la 
chitine et le chitosane, mais qui sont aussi potentiellement thermophiles ou, du moins, qui sont capables 
de produire des Csn thermostables.
Par la suite, les étapes d’enrichissement et de sélection ont été planifiées dans le but d’augmenter la 
biodiversité des bactéries chitosanolytiques. Les meilleurs isolats proviennent de cinq séries 
d’enrichissement différentes. Ainsi, l’effet antimicrobien du chitosane a été modulé par l’utilisation du 
chitosane de différents PM lors de l’étape d’enrichissement. En effet, comme attendu la plus part des 
chitosanases thermostables obtenus sont issues des séries d’erichissement avec du chitosane de PM petit 
et moyen. En outre, l’intérêt d’utiliser trois milieux sélectifs différents se manifeste aussi bien dans les 
résultats obtenus, car les Csn les plus thermostables étaient toutes sélectionnées sur milieu riche qui 
contenait des sources de carbone utilisées par la plupart des microorganismes, ou sur le milieu sélectif 
qui contient du peptone et du chitosane, permettant ainsi de sélectionner les microorganismes résistants 
à ce dernier sans nécessairement être capables de l’utiliser comme seule source de carbone. Le milieu 
restrictif, qui ressemblait pourtant à certains milieux utilisés dans la littérature (Choi et al., 2004) n ’a 
généré quant à lui aucun isolât parmi les isolats produisant les chitosanases les plus thermostables.
Par ailleurs, le fait de mener les enrichissements à plusieurs températures s’est avéré un facteur 
important à considérer, vu que les isolats produisant les Csn les plus thermostables n’ont pas été 
obtenus à partir d’une procédure menée à une seule température, mais plutôt à partir de procédures 
menées à des températures variant entre 30 et 45 °C.
Enfin, le post traitement au phénol est celui qui était le plus efficace pour la sélection de souches 
produisant les chitosanases les plus thermostables. Il est reconnu que de tels traitements extrêmes 
permettent d’isoler des microorganismes qui résistent au traitement, mais qui, par ailleurs, sont peu 
abondants dans les échantillons traités, ce qui contribue à augmenter la biodiversité microbienne parmi
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les isolats (Nonomura and Hayakawa, 1988). De par leur rareté, de tels isolats n’auraient pas pu être 
obtenus en étalant simplement des dilutions directes sur des milieux de croissance.
La thermostabilité de la Csnl794 est difficilement comparable avec les chitosanases 
thermostables décrites dans la littérature, car aucun article ne présente de calculs de demi-vie en 
présence de chitosane, donc la seule comparaison possible c'est celle des "températures optimales" lors 
de réactions de 10 minutes. Ci-après, une brève comparaison entre la Csnl794 isolée et caractérisée 
dans ce travail avec les différentes chitosanases thermostables rapportées dans la littérature. Les travaux 
de Okajima en 1994, décrivent une Csn de la famille GH46 avec une température optimale entre 55 et 
60°C, nettement inférieure à la température optimale de Csnl794 (Okajima et al., 1994) . Deux Csn ont 
été caractérisées appartenant toutes les deux à la famille GH46: la chitosanase de • Bacillus sp. CK4 et 
Bacillus coagulons CK108. Contrairement à la Csn1794 les deux chitosanases ont une température 
optimale à 55 et 65°C et un pH optimal de 7.5 et 6.5 respectivement, ce qui est désavantageux, car le 
chitosane a tendance à précipiter à ces valeurs de pH (Yoon et al., 2000; Yoon et al., 2002). La 
thermostabilité de la chitosanase de Mitsuaria chitosanitabida, une chitosanase de la famille GH80, 
était améliorée par génie génétique cependant, elle reste nettement inférieure à la Csnl794, car elle cette 
enzyme rapidement inactivée à des températures supérieures à 50°C (Yun et al., 2006). En résumé, les 
caractéristiques de la Csnl794, notamment au niveau de la thermostabilité permettent d’envisager son 
utilisation en biotechnologie.
Le fait d’avoir isolé lors de ce projet une chitosanase thermostable appartenant à la famille GH8 
ne serait peut être pas le fruit du hasard, car, si on compare la structure tridimensionnelle de la 
chitosanase thermolabile CsnN174 (Marcotte et al., 1993), membre de la famille GH46 et la Csn ChoK, 
une chitosanase appartenant à la famille GH8 produite par Bacillus sp. K l7 (Sakihama et al., 2004), on 
peut noter des différences essentielles. La figure 17a montre que la CsnN174 est formée de deux 
domaines, rattachés par seulement deux chaînes d’acides aminés, formant un agencement plutôt 
flexible. Entre ces deux domaines, on trouve un sillon qui accueille le substrat. Par contre, la ChoK a 
une structure en cage assez rigide (figure 17b). Le substrat se lie d’un côté de cette cage. On présume 




Figure!7. Structure tridimensionnelle des chitosanases.
a : Csn N 174 et b : Csn ChoK (figures tirées de Protein Data Bank)
5. Conclusions
Des nouvelles méthodes efficaces de sélection de bactéries productrices de chitosanases 
thermostables ont était rapportées dans ce travail. Plusieurs mesures ont été adoptées dans le but 
d’augmenter la biodiversité microbienne des isolats. On a essayé de moduler l’effet antimicrobien du 
chitosane pendant l’étape d’enrichissement par l’utilisation de trois types de chitosane de poids 
moléculaire différents. Aussi, lors de l’étape de sélection, le chitosane a été utilisé comme source 
principale de carbone ou pas dans les différents milieux de sélection. Finalement, l’application de post­
traitements optionnels favorise aussi la récupération d’isolats diversifiés. Les tests de thermostabilité en 
présence de substrat ont permis d’identifier la Csnl794 comme la Csn la plus thermostable. C’est 
pourquoi la Csn 1794 a été choisie pour effectuer des études moléculaires et biochimiques approfondies.
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CHAPITRE 3
Caractérisation biochimique et moléculaire de la chitosanase thermostable produite par la souche
Paenibacillus sp. 1794 nouvellement isolé du compost
L’article qui suit décrit l ’isolement de la souche produisant la chitosanase la plus thermostable 
identifiée lors de cette étude, Paenibacillus sp. 1794. Cet article présente aussi la purification et la 
caractérisation biochimique de cette chitosanase (Csnl794) ainsi que le clonage moléculaire et le 
séquençage de son gène (voir Annexe II).
En résumé, la Csnl794 purifiée a un PM de 40 kDa et un pH optimal de 4.8. L’étude biochimique 
réalisée sur la protéine purifiée a permis de calculer son Km et kca, qui sont de 0.042mg/ml et 7588 min'1 
respectivement. Le temps de demi-vie de la Csnl794 en présence de chitosane est plus de 20 heures à 
70°C. L’activité de la Csnl794 varie légèrement avec le degré d’acétylation du chitosane, elle 
hydrolyse la carboxyméthyl-cellulose, mais pas la chitine. De plus, le gène codant pour la Csnl794 a 
été obtenu par génétique inverse. La séquence protéique traduite à partir de la séquence de nucléotides 
nous a permis d’identifier la Csn 1794 en tant que chitosanase appartenant à la famille 8 des glycosides 
hydrolases.
La contribution des auteurs est la suivante: M. Zitouni a réalisé le criblage et la sélection des 
isolats, l’étude taxonomique des différentes souches, la mise au point du milieu de production de la 
Csnl794, l’estimation de la thermostabilité en présence de substrat et le clonage et séquençage du gène 
de la Csnl794, l ’analyse bio-informatique de la séquence, la soumission des séquences à GenBank ainsi 
que la détermination du point de départ de la transcription par 5’-RACE. M. Zitouni a également rédigé 
la l ere version de l’article. M. Fortin a participé à l’étape de criblage et la sélection des isolats, elle a 
produit et purifié l’enzyme Csnl794 et a déterminé le pH et la température optimale ainsi que les 
paramètres cinétiques de la Csnl794. M. Fortin a également révisé l’article. R. Brzezinski a révisé 
l’article et a supervisé l’ensemble des travaux.
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Abstract
Chitosan raises a great interest among biotechnologists due to its potential for applications in 
biomedical or environmental fields. Enzymatic hydrolysis of chitosan is a recognized method allowing 
control of its molecular size, making possible its optimization for a given application. During the 
industrial hydrolysis process of chitosan, viscosity is a major problem; which can be circumvented by 
raising the temperature of the chitosan solution. A thermostable chitosanase is compatible with 
enzymatic hydrolysis at higher temperatures thus allowing chitosan to be dissolved at higher 
concentrations. Following an extensive micro-plate screening of microbial isolates from various batches 
of shrimp shells compost, the strain 1794 was characterized and shown to produce a thermostable 
chitosanase. The isolate was identified as a novel member of the genus Paenibacillus, based on partial 
16S rDNA and rpoB gene sequences. Using the chitosanase (Csnl794) produced by this strain, a linear 
time-course of chitosan hydrolysis has been observed for at least 6 h at 70°C. Csnl794 was purified and 
its molecular weight was estimated at 40 kDa by SDS-PAGE. Optimum pH was about 4.8, the apparent 
Km and the catalytic constant kcat were 0.042 mg/ml and 7588 min'1 respectively. The half-life of 
Csnl794 at 70°C in the presence of chitosan substrate was >20 hours. The activity of chitosanase 1794 
varied little with the degree of iV-acetylation of chitosan. The enzyme also hydrolyzed 
carboxymethylcellulose but not chitin. Gene cloning and sequencing revealed that Csnl794 belongs to 
family 8 of glycoside hydrolases. The enzyme should be useful in biotechnological applications of 
chitosan hydrolysis, dealing with concentrated chitosan solutions at high temperatures.
Introduction
Chitosan is a polysaccharide mainly composed of p-l,4-linked D-glucosamine units with a 
variable content of iV-acetyl-D-glucosamine units; lower than 50% but most often between 0 and 25% 
(Crini et al. 2009). Chitosan is found in some natural biomasses; however its abundance is not sufficient 
to warrant large scale exploitation. Thus, at an industrial scale, chitosan is almost exclusively obtained 
by alkaline treatment of deproteinized, demineralized and decolorized crustacean shells, resulting in an 
extensive jV-deacetylation of chitin (Roberts 1992; Crini et al. 2009). The percentage of D-glucosamine 
residues in the chitosan thus obtained is defined as the degree of jV-deacetylation (DDA).
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Chitosan is unique among commonly available polysaccharides because it carries amino 
groups which are protonated in mildly acidic aqueous solutions, at pH values lower than its pKa (usually
6.3 - 6.7). Most biological properties of chitosan result from the presence of these positively charged 
groups. The solubility of chitosan rises with the increase of DDA (Sorlier et al. 2001).
Various forms of chitosan have potential applications in agriculture, biotechnology, in 
fundamental research or as health products (recently reviewed in Crini et al. 2009, Aam et al. 2010, 
Domard 2011, Dai et al. 2011). Two parameters of chitosan molecules were shown to strongly influence 
its usefulness for a given application: DDA and the molecular weight (MW). Untreated chitosan from 
commercial sources is composed of polymer chains of very high MW (300—3000 kDa) (Muzzarelli et al. 
1987; Hamdine et al. 2005). Chitosan depolymerization can be achieved by various methods: physical, 
chemical or enzymatic. While all three approaches have been used to prepare chitosan forms of low MW 
(LMWC; 10 kDa-100 kDa), only enzymatic or chemical methods seem to be appropriate for the 
preparation of chitosan oligosaccharides (CHOS) (Aam et al. 2010). Accordingly, the enzymes able to 
catalyze the hydrolysis of glycoside bonds in chitosan are the subject of many studies (Hoe 11 et al. 2010).
Native chitosan has a high degree of polymerization and yields highly viscous solutions when 
dissolved at room temperature at relatively low concentrations, such as 4-5%w/v. Dissolution at higher 
concentrations in commonly used acid diluents such as acetic acid is hampered by the occurrence of a 
sol/gel transition (Rwei et al. 2005). At higher temperatures (50-80°C), chitosan dissolution is facilitated 
by the rupture of intra- or intermolecular interactions between chitosan chains (mainly hydrogen bonds) 
and the point of sol/gel transition is shifted towards higher chitosan concentrations (Desbrieres 2002; 
Hamdine et al. 2005; Rwei et al. 2005). Thermostable chitosanase enzymes are therefore needed to 
perform hydrolysis of concentrated chitosan solutions at such high temperatures.
Thermostable chitosanases have been reported in several articles (Yoon et al. 1998 and 2001, Ekowati et 
al. 2006). These examples all originated from bacteria belonging to the genus Bacillus. Their maximum 
activity is around 55 -  60°C in standard assay conditions (30 min incubation in chitosan solution at 
optimal pH). The stability of these enzymes has been evaluated measuring the residual activity after pre­
incubation in the absence of substrate. The chitosanases from Bacillus sp. KFB-C108 and strain CK4
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retained, respectively, 45% and 80% of their activity after 30 min of incubation at 80°C (Yoon et al. 
1998 and 2001) and the chitosanase from Bacillus licheniformis MB-2 had a half-life of ~16 min when 
heated at 90°C. More recently, a thermostable chitosanase originating from the fungus Aspergillus 
fumigatus and purified from the heterologous host Pichia pastoris (Pscheidt and Glieder 2008) has been 
characterized (Chen et al. 2012). Its maximum activity was at 55 -  65°C when determined in a 15 min 
reaction. The enzyme had a half-life of 150 min at 80°C when incubated in 50 mM Na-acetate buffer pH 
6.5.
However, the half-lives of these enzymes in long term treatments in the presence of substrate 
at high temperatures, reflecting their biotechnological usefulness for chitosan hydrolysis, have not been 
evaluated. We have recently shown that the presence of the substrate chitosan can enhance considerably 
the thermostability of chitosanases and that this effect must result from a specific interaction of the 
enzyme with chitosan, as it was much less pronounced with polyethyleneimine, another cationic polymer 
(Roy et al. 2007; Ghinet et al. 2010). Consequently, the evaluation of chitosanase thermostability in the 
absence of substrate may not reflect the behavior of the enzyme during a chitosan hydrolysis bioprocess 
at high temperature.
We report in this study the isolation of a new bacterial strain, Paenibacillus sp. 1794 producing a 
thermostable chitosanase. The enzyme has been purified and its pattern of activity has been characterized 




Screening of compost samples and isolation of Paenibacillus sp. 1794
The starting material consisted of commercial batches of shrimp-shell and peat-based composts. 
8g of each compost (wet weight) were combined with lg of powdered chitosan (number average 
molecular weight, M„ of 120 kDa, 8 kDa or 4 kDa) and thoroughly mixed. The mix was wetted with a 
solution containing Bushnell Haas salts (Difco) (3.3g/l) and K 2 H P O 4  (6.44g/l); pH 6.5-6.8, supplemented 
in some samples with MgSCL (1 g/L). The mixes were incubated at 30, 37, 45 or 55°C for 6 weeks with 
periodic wetting. At the end of this incubation, a further selective treatment with hot phenol (Nonomura 
and Hayakawa 1988) was applied: 1 g of the mix was dispersed in 10 ml o f a 2.5% aqueous phenol 
solution pH 6.0 by vortexing and the suspension was incubated for 30 min at 50°C.
Following the enrichment procedure, treated or untreated samples were dispersed in 10 ml of 
peptone water and serial dilutions were plated on an agar medium containing, per litre: 3.27g Bushnell 
Haas salts; 2.5g tryptone; 1.25 g yeast extract; 0.5 glucose; 5g NaCl; pH 6.5. After 48h of incubation at 
37°C, individual colonies were picked up and inoculated within 2 ml-wells o f a microtiter plate 
containing 400pl of tryptic soy broth. After 48h of growth at 37 - 50°C with shaking, the wells were 
completed with 1.4 ml of medium containing, per litre: lg; malt extract, 0.5g; K 2 H P O 4 ,  0.2g; MgSCL , 
2g; (NH4)2S0 4 , 0.3g; chitosan (M„~30kDa), 2.5g CHOS (M„~2kDa) and further incubated for 72 -  144h. 
Chitosanase activity in the supernatants of the micro-cultures was assayed with the soluble, dyed 
substrate sRBB-C as described.(Zitouni et al. 2010).
The 1794 isolate was routinely propagated in tryptic soy broth (Difco) at 45°C with shaking. 
For long term storage, 1 volume of an overnight culture was combined with an equal volume of sterile 
glycerol, supplemented with 7% dimethyl sulfoxide and kept frozen at -80°C. The strain was deposited 
in the National Microbiology Laboratory Health Canada Culture Collection (Nr. 110111-01).
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Molecular taxonomy
Genomic DNA was extracted from cells using the standard phenol method (Sambrook et al. 
1989). The PCR amplification of the variable segment of the 16S rRNA gene was achieved with the 
universal primers 926/20 BSR (5 ' -GGGT G A ATT YYTTTRAGTTT-3 ' ) and 8/20 BSF (5'- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and the following program: 5 min at 94°C followed by 35 cycles 
of 1 min at 94°C, 1 min at 48°C and lmin at 72 °C and terminated by elongation for 10 min at 72 °C. 
The partial rpoB sequence, encompassing the so-called “DGGE fragment” (Dahllôf et al. 2000) was 
determined using primers and PCR conditions as in (da Mota et al. 2004). The PCR products were 
purified by GFX™ PCR DNA and Gel Band purification kits (GE Healthcare, United Kingdom). 
Nucleotide sequence has been determined at Genome Québec, Montréal, QC, Canada.
Chitosanase production by Paenibacillus sp. 1794
The chitosanase production medium was obtained as follows. First, a 2.5-times concentrated 
base medium was obtained by dissolving, in distilled water, peptone (12.5 g/l), K2SO4 (2.5 g/l), K2HPO4 
(12.5 g/l), MgSÛ4 (2.5 g/1), NaCl (0.25 g/1), CaCh (0.4 g/1), FeSCU (25 pM) and 0.5 ml of microelements 
solution (ZnSC>4*7H20, 1 g/1; MnCl2*4H20 , 1 g/1); this mix was autoclaved; final pH being around 6.5. 
Separately, solutions (100 g/1) of sucrose, chitosan oligosaccharides (Diversified Natural Products 
Canada, Granby, QC, Canada) and D-glucosamine were filter sterilized. Still separately, an aqueous 
suspension of chitosan (Sigma-Aldrich; degree of //-acétylation of 84%) consisting of 5 g of finely 
ground chitosan powder suspended in 390 ml of distilled water, was autoclaved. To reconstitute the 
chitosanase production medium (1 1), 400 ml of concentrated base medium were combined with 100 ml 
of D-glucosamine solution, 70 ml of chitosan oligosaccharides solution and 40 ml of sucrose solution. 
This mix was inoculated with a 14-18h culture (45°C; 300 rpm shaking) of Paenibacillus sp. 1794 in 
tryptic soy broth (Difco) in a 1/10 proportion. After lOh of incubation (45°C; 300 rpm shaking), the 
culture was combined with the sterile suspension of chitosan (390 ml) and further incubated for 5 to 7 
days. This method allowed obtaining 5 -  12 U of chitosanase per ml of culture supernatant.
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Chitosanase purification
Protein precipitation. After elimination of bacterial cells by centrifugation, the culture supernatant (~ 1 
1) was cooled to 4°C. The supernatant was then combined with 2 volumes of ice-cold acetone with 
constant mixing. The mixture was left to precipitate for 18 hours and supernatant was then removed with 
a pump. The pellet was suspended in 50 mL of 20 mM Tris-HCl pH 8.0 and left to dissolve overnight at 
4°C. The resulting viscous solution was extracted 3 times with 20 mL of^  chloroform and centrifuged to 
eliminate insoluble particles.
Ion exchange chromatography. The enzyme solution obtained after the precipitation step was diluted 
with 1 vol. of 20 mM Tris-HCl pH 8.0 and loaded on a Q-Sepharose Fast Flow column (25 ml of bed 
volume) (GE Healthcare, Baie d’Urfé, QC, Canada). The column was washed with 50 ml of loading 
buffer and the proteins were eluted with 400 ml of 20 mM Tris-HCl (pH 8) including an NaCl gradient 
from 0 to 1 M. Fractions of 5 ml were collected. Chitosanase containing fractions were identified by 
assay with sRBB-C substrate and pooled.
Enzyme concentration. This step is facultative. The pooled fractions from the previous step (~25 ml) 
were diluted with four volumes of 20 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 and loaded on a mini-column (1 ml 
bed volume) Hi-Trap Q (GE Healthcare). Chitosanase was recovered by one-step elution with 0.5 M 
NaCl in 20 mM Tris-HCl pH 8.0. Fractions of 0.2 ml were collected. The active fractions were identified 
by assay with sRBB-C substrate and pooled.
Hydroxyapatite chromatography. Fractions from the previous step (~1.2 ml) were combined with ten 
volumes of 1 mM K-phosphate buffer pH 6.8 and loaded on a hydroxyapatite column (DNA grade; bed 
volume 10 ml, BioRad) equilibrated with the same buffer. The column was washed with 20 ml of the 
loading buffer and then with 20 ml of 5 mM unbuffered MgC^. The proteins were eluted with a 100 ml 
gradient of 1-300 mM potassium phosphate buffer pH 6.8. Fractions o f 0.5 ml were collected. The active 
fractions were identified by assay with sRBB-C substrate and pooled.
After dialysis against 100 mM Na-acetate buffer pH 5.5, the purified chitosanase was stored at 
-20°C after addition of 50%v/v glycerol. No significant loss of activity was noticed after a 20-month 
period of storage.
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Biochemical procedures and kinetics
In standard assays, the chitosanase activity was measured using, as substrate, 84% N- 
deacetylated chitosan (0.8 mg/ml) dissolved in 50 mM sodium acetate buffer (pH 4.8). The reaction was 
started by mixing 480 pi of substrate and 20 pi of appropriately diluted enzyme sample. The mixture was 
incubated for 10 min at 37°C. The reaction was then stopped by addition of 1 ml of freshly prepared 
reagent of Lever (1972) as modified by Schep et al. (1984). The resulting mixture was incubated for 20 
min at 100°C, chilled on ice and centrifuged (5 min, 13000 rpm) to pull down the unreacted chitosan 
precipitate. Reducing sugars in the reaction supernatant were determined at 405 nm against a D- 
glucosamine standard curve. One chitosanase unit was defined as the amount of enzyme that released 1 
pmole of D-glucosamine equivalents per minute under the specified conditions.
For the determination of the substrate specificity of chitosanase, chitosan samples of DD As of 
97%, 94% and 86% were obtained respectively from Shanghai Freemen Americas (Piscataway, NJ, 
USA), Marinard Biotech (Rivière-au-Renard, QC, Canada) and Diversified Natural Products Canada 
(Granby, QC, Canada). Samples of DDAs of 72%, 65% and 62% were obtained by treating chitosan 
from Sigma-Aldrich (DDA 84%) with acetic anhydride, as described by Hirano & Ohe (1975) and Il’ina 
& Varlamov (2003). The degrees of vV-deacetylation of all samples were determined by 'H-NMR 
(Lavertue et al. 2003). Chitosans and other substrates were dissolved in 50 mM sodium acetate buffer, 
pH 4.8 at 1 mg/ml. Kinetic data were analyzed with GraphPad Prism software.
The half-life time of chitosanase activity at high temperatures was estimated from hydrolysis 
time-course curves. These experiments were performed at a chitosan substrate concentration of 5 g/L in 
0.25 M acetic acid, pH 4.5. Temperature was set up at 70, 75 or 78°C. After addition of chitosanase 
(~0.15 mU of enzyme per mg of substrate), samples were taken periodically for up to 6 hours and the 
accumulation of product was determined by the reducing sugars assay as above. Assuming a first order 
inactivation process, the half-life of chitosanase was calculated according to Prenosil et al. (1987) and 
Fullbrook (1996) using the NLREG program (available at www.nlreg.com).
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Protein concentration was determined by the method of Bradford (1976) with bovine serum 
albumin (Sigma-Aldrich) as standard. The concentration of purified chitosanase was determined from 
the absorbance at 280 nm assuming an extinction coefficient of 114773 cm'1 M '1 estimated from the 
amino acid sequence of mature protein.
Chitosanase gene cloning and sequencing
Partial amino acid sequences of the purified chitosanase were determined by liquid 
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) at the Laboratory of Molecular 
Biophysics, University of British Colombia, Vancouver, BC, Canada. The sequences have been used to 
design oligonucleotide primers, synthesized by Integrated DNA Technology (IDT, USA). The longest 
fragment (0.65 Kb) amplified by PCR from the genomic DNA of Paenibacillus sp. 1794 was obtained 
using the following pair of primers 5'-AAATGGAACAGCTGGAAA-3' and 5'- 
CATCAGATAGTCGGTCGT-3 '.
To construct a partial Paenibacillus sp. 1794 gene library enriched in the chitosanase gene, 
Southern blot analysis was first done on restriction enzyme-digested genomic DNA using the PCR- 
amplified DNA fragment as a probe. The probe was labelled with digoxigenin using the DIG-DNA 
Labeling Kit (Roche Applied Science, Germany) and used for hybridization with DNA fragments 
separated by electrophorese on 1 % agarose gel and transferred onto a Hybond-N+ membrane. Staining 
and detection of hybridized DNA were done according to manufacturer’s instructions.
/
Library construction was pursued by digestion of genomic DNA from Paenibacillus sp. with 
BspEl enzyme. Fragments of ~6 to 8 Kb were obtained by purification after agarose gel electrophoresis 
with the GFX ™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, United Kingdom). The 
fragments were ligated into AspEI-digested LITMUS 38i vector [Evans e.t al. 1995] and used to 
transform Ultracompetent E.coli XL10' Gold® cells (Stratagene, Canada). Approximately 5000 clones
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were obtained. They were screened for chitosanolytic activity on nutrient agar plates containing 5 mg/ml 
of the dyed sRBB-C substrate (Zitouni et al. 2010).
The plasmids recovered from chitosanase-resistant colonies were prepared for sequencing 
using GenElute TM Plasmid Miniprep Kit DNA purification system (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). 
The nucleotide sequence was determined at the McGill University and Génome Québec Innovation 
Centre.
Transcription startup determination by Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
RNA extraction. For RNA isolation, 50ml of culture of Paenibacillus sp. 1794 were grown in 
Tryptic Soy Broth at 45°C and exponentially growing cells (OD. 0.8) were collected by centrifugation of 
10 ml of culture for 5 min at 5,000g at 4°C. The pellet was suspended in 1ml of Trizol (TRI Reagent® 
RNA Isolation Reagent; Sigma-Aldrich, Missouri, USA). This suspension was transferred to 2ml screw 
cap tube with 50mg of sterile 150pm glass beads and mixed 10 s by vortexing. The cells were 
homogenized using Fastprep for 60 s at speed 6.5 then centrifuged 15 s at 17,600g to pellet the beads. 
The supernatant was transferred in 1.5 ml RNAse-free tube containing 200pl chloroform then vortexed 
vigorously for 15 s and incubated 15 min at room temperature. The reaction tubes were centrifuged 15 
min at 12,000g at 4°C. The aqueous phase (^SOpl) was transferred to 1.5ml RNAse-free tube and the 
RNA was precipitated by adding 500pl of isopropanol. After vortexing, the tubes were incubated 10 min 
at room temperature then centrifuged 10 min at 12,000g at 4°C. The pelleted RNA was washed with 1ml 
of ethanol 75% resuspended in RNAse free water., then transferred to Quiagen RNeasy mini-spin 
column for DNase treatment and final purification with the Qiagen RNeasy Mini kit, (Hilden, 
Germany) according to manufacturer’s instructions.
5 ’-RACE. A lOpl reaction containing 300ng of total RNA, lpl of Antarctic phosphatase buffer (10X), 
0.5pl of Antarctic phosphatase (5 U/pl, NEB, Ipswich, USA) and 0.5pl of RNase Inhibitor (40 U/pl, 
Enzymatics, Beverly, MA, USA) was incubated in a thermal cycler at 37°C for 30 minutes, followed by 
phosphatase heat inactivation at 65°C for 5 minutes. 2pl of 10X T4 polynucleotide kinase buffer (10X), 
2pl of ATP (lOmM), lpl of RNase inhibitor (Enzymatics), lpl of T4 PNK (10 U/pl, Enzymatics), and
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4jxl of nuclease free water were directly added to the tube The reaction was incubated at 37°C for 30 
minutes and purified with the clean and concentrator-5’RNA kit according to the manufacturer’s 
instructions (Zymo Research, Irvine, CA, USA).
To 13pl of purified RNA, the following components were added in a PCR tube: 10 pmoles of 
“5hybrid-0” oligo (5'-ACA CGA CGrC rUrCrU rUrCrC rGrArU rCrU-3'), 2pi of 10X T4 RNA ligase 
buffer , 2pl of 100% DMSO, and 0.6pl nuclease-free water. The tube was heated to 65°C for 1 min and 
put immediately on ice. 0:5pl of RNAse inhibitor (Enzymatics) and 1.5pl of T4 RNA ligase 1 (20 U/pl, 
Enzymatics) were then added, and the reaction was incubated at 37°C for 60 min. The adaptor-ligated 
RNA was purified using RNA Clean XP beads (Beckman Coulter, Missisauga, ON, Canada). A reverse 
transcription was prepared by mixing lOpl of 5'-adaptor-ligated RNA, lp l RACE250 primer (5- 
CGCCGCTTGAATCGTACTTCACAT-3') (10 pmol), 2pl dNTPs Mix (lOmM) and incubating at 65°C 
for 2 min followed by rapid quenching on ice for 1 min. 2pl M-MuLV RT buffer (10X), 3pl H2O, lpl 
RNase Inhibitor, lpl M-MuLV RT (200 U/pl, Enzymatics) were immediately added and the reaction was 
incubated at 42°C to 50°C for 1 hour (42°C 10 min, +0,2°C per min for 40 min, 50°C 10 min), and 
heated to inactivate at 85°C for 10 minutes.
One percent of the cDNA from previous step was used for each PCR reaction with Taq DNA 
polymerase (NEB) in lOpl of DMSO, lOpl dNTPs (lOmM), lOpl RACE250 primer (lOpM), lOpl IGA- 
PEFprimer(5'AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG 
ATCT-3') (lOpM), lOpl Taq DNA polymerase buffer (10X) and 49pl H20. The PCR program was 94°C 
for 5 min followed by 35 cycles of 94°C for 1 min, 59.1°C for lmin and 72 °C for 1 min then 72 °C for 
10 min. Following the amplification, the PCR product was purified by GFXTM PCR DNA and GEL 
Band purification Kit, (GE Healthcare). For more specificity a second round of nested PCR was done 
using the DNA product of the first one and the primers: RACE150 (51-
TTTGACTGCATCGTCCATCGTGGT-3’) (lOpM) and IGA-PE-F using the same conditions. The 
purified PCR product was cloned into plasmid vector pCR2.1 (Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada). The positives clones were analyzed by DNA sequencing at the McGill University and Génome 
Québec Innovation Centre.
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Nucleotide sequences accession numbers
The nucleotide sequences of 16S rDNA, rpoB and csnl794 genes described in this work were 
assigned to the GenBankacc. nos. JN688151, JN688152 and JX109837.
Results
Screening and selection of chitosanolytic strains
In order to select a microorganism producing thermostable chitosanase, we used various 
commercial brands of shrimp shell-based composts as starting material. Samples of compost were 
enriched with chitosan powder and incubated for six weeks at various temperatures with periodic 
wetting. To maximize the recovery of a large diversity of chitosanolytic bacteria, we used chitosans of 
various MWs and the salt composition of the wetting solution was also different among enrichments. 
The variation of these two components that were added to the compost samples allowed us to modulate 
the antibacterial effect of chitosan during the enrichment step, shown to be dependent on MW and salt ' 
concentration (Kong et al. 2010).
At the end of the enrichment step, serial dilutions of these compost suspensions were plated on 
three types of agar media: a complete medium, an inorganic salt medium with powdered chitosan as sole 
carbon source and an inorganic salt medium with peptone and chitosan oligosaccharides. Plates were 
incubated at three different temperatures: 30°C, 37°C, 45°C or 55°C. For some samples, additional 
treatments (Nonomura and Hayakawa 1988) were performed before plating.
A total number of 2200 isolates were established from colonies recovered from these agar 
plates. In order to identify chitosanase-positive strains, the isolates were inoculated in triplicate in 
microtiter plates with large (2 ml) wells in 400|il of complete medium. After 48h of incubation with 
shaking, the mini-cultures were supplemented with a chitosanase-induction medium containing
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powdered chitosan as well as chitosan oligosaccharides. At the end of the incubation, chitosanase 
activity was measured with the soluble dyed substrate sRBB-C by a procedure adapted to microtiter 
plates (Zitouni et al. 2010).
Among the best chitosanase producers, 25 were chosen for chitosanase thermostability 
evaluation. To select the best candidates, we determined the half-life of chitosanase activity of crude 
enzyme preparations during 160 min incubations in chitosan solutions (5 g/L in 0.25M acetic acid, pH 
4.5) at temperatures between 50 and 80°C. This first round of evaluation allowed selection of seven 
strains of which the chitosanase activity remained linear for the tested period of time at 70°C. Among 
them, three isolates were selected for their linear behavior in reactions time-courses performed at 78°C. 
Further discrimination among them was only possible after the third round at 81°C. The strain 1794 was 
selected as the isolate producing the chitosanase with the highest thermostability. The choice of the 1794 
strain was also confirmed after purification of the three best chitosanases and further thermostability tests 
(data not shown).
Taxonomic identification of the 1794 isolate
The strain 1794 originated from a composted material based on shrimp shells and peat. It 
appeared as a Gram-positive, mobile bacterium with bacillary morphology and produced endospores in a 
variety of media. Optimal growth was observed at 45°C while slightly slower growth 'was observed at 
55°C. It gave positive reactions for catalase, oxidase, caseinase, a-amylase, P-galactosidase but negative 
for tyrosinase. It was negative in the methyl red test, Voges-Proskauer test, gas production from glucose 
and hemolysis. Being able to use mannitol and sorbitol, it was also positive for acid production from D- 
glucosamine, N-acetyl-D-glucosamine, L-arabinose, D-ribose, D-xylose and D-glucose but negative for 
acid production from glycerol and sorbitol.
The sequence of the hyper variable portion of the 16S rRNA gene (GenBank JN688151) 
allowed the classification of the isolate 1794 into the genus Paenibacillus, being however highly similar
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to the sequences published for P. favisporus and P. cineris. While the strain 1794 could be distinguished 
from these two species by its biochemical and physiological properties, we further characterized its 
taxonomical position by partial sequencing of the rpoB gene encoding the beta subunit of the RNA 
polymerase (GenBank JN688152). The sequence was found to be different from all those published to 
date in GenBank (July 2012), differing by 16 nucleotides among 373 from its closest relative, P: 
favisporus. The strain 1794 represents thus a novel isolate and will be reported as Paenibacillus sp. 
1794.
Biochemical properties of purified 1794 chitosanase
Chitosanase 1794 (Csnl794) was purified by a three steps process. The first step -  precipitation 
from the supernatant -  could be carried out alternatively with ethanol or acetone. In some preparations, 
the dissolution of the precipitated pellet in acetate buffer led to a very viscous solution. This was 
probably due to an extracellular polymer secreted by Paenibacillus sp. 1794 that co-precipitated with the 
enzyme. Viscosity could be decreased by extraction with chloroform without significant loss of 
chitosanase activity (data not shown). After two further chromatographic steps, a homogenous 
chitosanase preparation was obtained, as estimated from SDS-PAGE and staining with Coomassie Blue 
(Fig. 1). The molecular weight of the protein was estimated to be approximately 40 kDa. In the standard 
assay at 37°C, the purified chitosanase had a specific activity of 122 U per mg of protein.
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Figl. SDS-PAGE analysis of proteins at some purification stages of Csnl794.
1- Molecular weight marker, 2-Culture stages of Csnl794, 3-Proteins after acetone precipitation,4- 
Proteins after chloroform extraction,6-Purification Csnl794 after hydroxyapatite chromatography..
Variation o f  activity with p H  and temperature change
Maximal chitosanase activity was observed at pH around 4.7 -  4.8, but the enzyme kept at 
least 80% of activity in a wider range of pH values between 3.8 and 6.5 (Fig. 2).
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Fig. 2 Determination of pH optimum for activity o f Csnl794 chitosanase. Substrate: 84% N- 
deacetylated chitosan (0.8 mg/ml) dissolved in 50 mM sodium acetate buffer
The effect of temperature on enzyme activity was determined by running short reactions for 3, 5 or 10 
min. Maximal activity was observed at 80°C for 10 min and at 85°C for 5 min and 3 min incubation 
times (Fig. 3).
Kinetic parameters
The apparent Km and the catalytic constant kcat were calculated using a weighted least-square 
fit approach. Changes in the activity of Csnl794 against increasing concentrations of chitosan substrate 
were best represented by a model assuming that substrate inhibition influenced the rate of chitosanase- 
catalyzed reaction (Fig. 4), yielding the following values: Km = 0.042 mg/ml; kcat = 7588 min' 1 ; K\ = 
1.66 mg/ml. The occurrence of substrate inhibition was previously observed for a GH46 chitosanase 
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Fig. 3 Effect of temperature on chitosanase Csnl794 activity. Substrate as in Fig. 1; pH 4.5. Reaction 
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Fig. 4 Effect of substrate concentration of chitosanase Csnl794 activity interpreted according to a 
substrate inhibition model 
Substrate specificity
110
Chitosans with various degrees of iV-deacetylation were tested as substrates for Csnl794. Besides highly 
deacetylated commercial samples, a series of chitosans with lower DDAs was synthesized by treatment 
of chitosan with acetic anhydride according to a published procedure (Hirano and Ohe 1975). The 
activity of Csnl794 varied little with the DDA of the substrate in the studied range (0.62 — 0.98) (Fig. 5). 
The enzyme is thus able to efficiently hydrolyze a wide spectrum of chitosan substrates.
Using chitosan from Sigma-Aldrich (DDA=84%) as a reference, we examined the activity of Csnl794 
against other types of biopolymers, all dissolved at 1 mg/ml in 50 mM Na-acetate buffer pH 4.8. 
Csnl794 hydrolyzed carboxymethyl cellulose and methylcellulose with relative activities of 58% and 
14% respectively. No activity was detected against microcrystalline cellulose, chitin, xylan, laminarin, 




















Fig. 5 Relative activity of chitosanase Csnl794 against chitosans of various degrees of TV-deacetylation. 
Activity against chitosan from Sigma-Aldrich (DDA = 0.84) is taken as a reference (relative activity=l)
Stability at high temperatures in the presence o f chitosan substrate
As shown in our previous work, some chitosanases are stabilized in the presence of chitosan as 
a result of specific enzyme-substrate interactions (Roy et al. 2007). The stability of the enzyme in the 
presence of its substrate can be estimated by calculating the chitosanase half-life from the time-course of
i l l
the reaction product accumulation at a given temperature, assuming a first-order deactivation kinetics 
(Prenosil et al. 1987; Fulbrook 1996; Blanchard et al. 2001; Roy et al. 2007). In these experiments, the 
enzyme concentration was maintained at low levels, thus avoiding substrate depletion during the 6h 
incubations. The following chitosanase half-life values were found by analysis of time-course curves 
shown in Fig. 6: 1387 min at 70°C; 129 min at 75°C; 108 min at 78°C. The time-course of hydrolysis at 
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Fig. 6 Time-course of chitosan hydrolysis product accumulation at high temperatures. Chitosan (Sigma- 
Aldrich; DDA = 0.84) concentration: 5 g/L in 0.25 M acetic acid; pH 4.5. Product concentration was 
determined by the reducing sugar assay. ■ : 70°C; •  : 75°C; ♦ : 78°C
Cloning and sequencing of 1794 chitosanase gene
The purified Csnl794 protein was used to determine several partial amino acid sequences. 
These sequences were used to synthesize degenerate oligonucleotides, which served as primers for PCR 
amplification of a portion of the chitosanase gene using as template the genomic DNA of Paenibacillus 
sp. 1794. Nucleotide sequencing of the amplified fragment confirmed its similarity to other known 
chitosanases belonging to the GH8 family of glycoside hydrolases. The PCR-amplified fragment was 
used as a probe in Southern blotting experiments with genomic DNA digested with various restriction
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enzymes. The results showed that the chitosanase-encoding gene was localized to a BspEl restriction 
fragment of about 6 kb.
A partial genomic library of Paenibacillus sp. was constructed ligating BspEl fragments o f 5 — 
7 kb into BspEl -digested Litmus 38i vector. Chitosanase-positive clones were selected on a nutrient 
agar medium supplemented with 5 mg/ml of dyed chitosan sRBB-C (Zitouni et al. 2010). At this 
concentration, sRBB-C was inhibitory for E. coli, however the clones harboring the chitosanase gene 
were able to grow in its presence, due to the protective effect of chitosanase against the antimicrobial 
activity of chitosan (Lacombe-Harvey et al. 2009; Ghinet et al. 2009). Restriction analysis of 18 
chitosan-resistant clones showed that they all harbored identical inserts of 5.8 kb. One insert was 
entirely sequenced (GenBank accession number JX109837); it included an open reading frame of 1233- 
bp identifying a chitosanase polypeptide of 410 residues. (Fig. 7) apparently not localized inside an 
operon. The ORF began with two potential start codons: GTG followed by ATG, preceded by a well- 
defined putative ribosome binding site. No attempts were made to determine which of the two potential 
start codons was used for translation initiation in vivo. The 5’-RACE method (Bensing et al. 1996) 
allowed the identification of the transcription start site (nucleotide 44 on. Fig.7), revealing relatively 
well defined -35 and -10 boxes of a putative SigA-type transcription promoter (Fig. 7).
Analysis of the amino acid sequence by SignalP (Petersen et al. 2011) determined a signal 
peptide with a most probable signal peptidase cleavage site localized after the first 32 residues (Fig. 7). 
The resulting mature extracellular Csnl794 protein is composed of 378 residues with a calculated 
molecular weight of 41.8 kDa. The predicted iV-terminus of mature Csnl794 enzyme coincided with the 
experimentally determined A-terminus of the endoglycanase Pgl8a from Paenibacillus cooki (Shinoda et 
al. 2012). Alignment of primary sequence of Csnl794 with that of the ChoK chitosanase from Bacillus 
sp K17, for which the tertiary structure has been solved (Adachi et al. 2004) suggested Glu64 and 
Glu254 as catalytic residues.
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*1  AAATATATTTTACAAATAATTGGAAATCAGGTAGiV:TAftTAGAGAAACTAATATTAAAGCGCTTTAACTTTCGGAGGGGGTGGGACTGCGT
9 2  TAATCCTGTGATCTGCTGCCCGCGCCGATGGCGTCCCGGGCGGTTACAGCTGAGATGAACCGAGGCATAACCTG’TTTCCTAATCTATGAA
- 3 2  V M K R H K R F S  L S G K A V E I C C L A F L M
1 8 2  ATTAAAGGAGt^AATGGGTGATGAAAAGAAA'TAAGAGATTTTCATTAAGCGGCAAAGCCGTTCTGATTTGTTGTCTCGCTTTTCYGATG
■ I
- 8  V P A G F A L A A P N K P F P Q H T T Y T S G S I K P S H V  
2 7 2  GTTCCCGCCGGATTTGCGCTGGCGGCGCCGAACAAGCCTTTCCCTCAGCATACGACTTACACCAGCGGCTCGATCAAGCCGAGTCATGTA
2 3  T Q T T M D D A V K S K W D S W K S A Y L K P A G T G X Y Y  
3 6 2  ACCCAGACCACGATGGACGATGCAGTCAAATCCAAATGGGACAGCTGGAAArCAGCTTACCTGAAGCCGGCCGGGACCGGCAAATATTAT
#
5 3  V K Y D S S G A T V S E A H G Y G  M L L T V L M A G Y D S S
4 5 2  GTGAAGTACGATTCAAGCGGCGCGACGGTGTCAGAAGCGCATGGCTACGGCATGCTGCTGACCGTGCTGATGGCCGGATACGACAGCAGC
8 3  A Q T Y F N G L Y K Y Y T E H P S D N N P Y L M A W K Q N S  
5 4 2  GCGCAGACCTATTTTAACGGACTGTATAAGTACTACACCGAGCATCCCAGCGACAATAATCCGTACTTGATGGCATGGAAACAGAACAGC
1 1 3  S F Q H V E G A D S A T D  G D M D I A Y S L L L A D K Q W G
6 3 2  AGCTTTCAGAATGÏTGAAGGAGCCGATTCCGCCACTGACGGCGATATGGACATCGCTTATTCGCTCCTGTTGGCGGACAAGCAGTGGGGC
1 4 3  S S G T V N Y X . Q A A K N I  I N A I M Q N D V N Q T Q W T L
7 2 2  AGCAGCGGCACAGTGAACTACTTGCAGGCAGCCAAAAATATCATCAATGCCATrATGCAAAACGACGTGAACCAGACGCAATGGACCCTC
1 7 3  R L  G D W A T D G S Y A T A T R P S D F M L N H L K A F Q Q
8 1 2  CGGCTTGGCGATTGGGCTACCGACGGTXCCTACGCTACGGCGACCCGTCCTTCAGACTTCATGCTGAACCATCTGAAGGCGTTCCAGCAG
2 0 3  A T G D T R W T K V I D K T Y S I I N S I Y T N Y S A S T G
9 0 2  GCGACCGGTGATACCCGGTGGACTAAGGTCATTGATAAAACCTACTCCArTATCAATTCGATTTATACAAATTACAGTGCATCGACGGGA
t
2 3 3  L L P D F V V Y S G G A Y K P A P A D F L E D T T D G S Y A
9 9 2  TTGCTGCCCGACTTTGrCGTCTACTCAGGAGGCGCGTACAAGCCAGCGCCGGCCGACTTCCTGGAAGATACGACCGACGGCTCCTACGCC
2 6 3  Y N S C R T P W R X T T D Y I M T G D N R A L N Q E N Q M N
1 0 8 2  TATAATTCCTGCCGTACGCCTTGGCGGATTACGACCGATTACCTGATGACCGGCGACAACCGGGCCCTGAATCAGCTGAAeCAGATGAAe
2 9 3  S W I K G K V N S H P G A V K D G Y K L N G S V I G S Y N S
1 1 7 2  AGCTGGATCAAAGGCAAGGTGAACAGCAACCCGGGCGCCGTCAAGGACGGATACAAGTTGAACGGAAGTGTCATCGGTTCGTATAACAGC
3 2 3  G A F F A P F G V S A M T S S S N Q T W L H S V W T Y T A G
12 6 2  GGCGCCTTTrTCGCCCCGTTCGGCGTCAGCGCCATGACTTCCTCGTCGAACCAAACCTGGCTGAACTCCGTGTGGACGTATACGGCCGGA
3 5 3  S S S E G Y Y E D S I K L F S L L V M S G N W W T Y -
1 3 5 2  AGCTCAAGCGAAGGATACTATGAAGACAGCATCAAGCTGTTCTCGCTCCTTGTGATGTCCGGCAACTGGTGGACGTATTGATTTCTGGGG
1 4 4 2  AAGCCYGTCIATGGGAAAATAACATGAACAGCCCCGGCCGCAATTGGGCCGGGGCTGTTTGGCTATCCCCAAGTGATGAAGTGGT
Fig.7 Nucleotide sequence of the csnl 794 gene and deduced amino acid sequence of the gene product. 
The putative ribosome site is underlined. The putative transcription promoter is double underlined. 
Amino acid numbering strts as =1 at the predicted N-terminus of the extracellular protein. (*): 
transcription start site; (* ): putative signal peptide cleavage site; (#): predicted catalytic residues.
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Discussion
We isolated a novel strain of Paenibacillus producing a highly thermostable chitosanase. Our 
selection and screening procedure differed in several ways from approaches described in the literature. 
Most often, chitosanase producing strains have been found by plating serial dilutions of bacteria from 
various environmental samples on agar media containing chitosan or a P-glucan. The best producers 
were thus selected according to the largest degradation areas around their colonies (Boucher et al. 1992; 
Kimoto et al. 2002; Lee et al. 2006; Shinoda et al. 2012). In our case, we first performed an enrichment 
procedure, starting with shrimp shells compost mixed with chitosan preparations of various molecular 
weights, wetted with solutions of varying composition and incubated at various temperatures. After 
incubation, samples were submitted to additional selective treatments, shown to favor the recovery of 
spore-producing microorganisms (Nonomura and Hayakawa, 1988). Diverging further from the usual 
procedures, the best chitosanase producers were chosen following cultures in in liquid medium using a 
chitosanase assay adapted to microtiter plates (Zitouni et al. 2010). The final screening step was focused 
on chitosanase thermostability, by determination of enzyme half-life in the presence of chitosan 
substrate. As a result, we selected a microorganism producing a highly thermostable chitosanase with a 
half-life of approximately 22h at 70°C.
While the 1794 isolate seems to be a novel one, the genus Paenibacillus to which it belongs is 
already well represented among known chitosanase producers (Kimoto et al. 2002; Shinoda et al. 2012). 
So far, most of the chitosanases from paenibacilli belong to GH8 family of glycoside hydrolases. 
Besides chitosan, GH8 chitosanases can hydrolyze soluble derivatives of cellulose (such as CM- 
cellulose) or P-l,3-l,4-glucans and are sometimes designated as chitosanases-glucanases. They catalyze 
the endo-hydrolysis of their respective substrates with inversion of the anomeric configuration (Adachi 
et al. 2004). The determination of the tertiary structure of the GH8 chitosanase ChoK from Bacillus sp. 
K17 identified the catalytic residues and revealed the division of the GH8 family into three subfamilies. 
While all GH8 enzymes share a strictly conserved proton donor residue (Glu64 in Csnl794), the 
criterion governing the distinction among subfamilies is the localization of the catalytic proton acceptor 
(Adachi et al. 2004). In the best studied subfamily GH-8a which group cellulases and xylanases, the 
proton acceptor is an aspartate. The GH8 chitosanases, including Csnl794, belong to subfamily GH-8b
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and their proton acceptor residue is a glutamate localized on an insertion loop (Adachi et al. 2004). This 
finding from crystallography was confirmed by site-directed mutagenesis studies of ChoK and of the 
chitosanase from Paenibacillus fukuinensis (Adachi et al. 2004; Isogawa et al. 2009). However, the 
identification of the proton acceptor in Csnl794 was not immediately evident, as an aspartate (Asp255) 
and not a glutamate was aligned with the catalytic residue of ChoK using popular algorithms such as T- 
Coffee (Fig. 8) (Notredame et al. 2000). We however rejected this aspartate as a possible catalytic 
residue because of the presence of a glycine in the corresponding position in other chitosanases (Fig. 8). 
The neighboring glutamate (Glu254) appears to be the best candidate for a catalytic residue. At the 
same time, this alignment revealed possibility of heterogeneity in the structures of the loop 
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Fig. 8 Alignment of residues surrounding the catalytic proton acceptor in several members of the GH- 
8b subfamily. Proteins are identified by their GenBank or Protein Data Bank accession numbers, (f): 
proton acceptor residue of ChoK chitosanase from Bacillus sp. K17; (#): suggested proton acceptor 
residue for Csnl794
The closest relatives of Csnl794 are the endoglycanase Pgl8a from P. cookii (85% identity, 
94% similarity) and the glucanase from B. circulons WL-12 (82% identity, 89% similarity) (Shinoda et 
al. 2012; Bueno et al. 1990). First identified as an endocellulase and a p-l,3-l,4-glucanase, respectively, 
both enzymes have chitosanase activity. As far as thermostability is concerned, these enzymes have 
been characterized by methods different from ours, so direct comparison is not possible. rPgl8a
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chitosanase, purified from a recombinant strain of E. coli, had maximal activity at 70°C in a 20 min 
reaction with glycol chitosan (5 mg/ml) at pH 4.3, while Csnl794 had maximal activity at 80°C in a 10 
min reaction with chitosan (0.8 mg/ml) at pH 4.5. Interestingly, the maximal activity of rPgl8a in 
slightly alkaline conditions (pH 8) was observed at a much lower temperature of 50°C. This suggested 
that the enzyme was stabilized by the presence of chitosan at acidic pH (Shinoda et al. 2012), 
corroborating our own observations on GH46 chitosanases (Roy et al. 2007). These findings emphasize 
again our choice to measure the thermostability of chitosanases in the presence of chitosan substrate as 
necessary to evaluate their real usefulness for large-scale hydrolysis of chitosan.
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CHAPITRE 4
Mise au point d’un nouveau milieu de production de ia chitosanase 1794 
Résumé
La production de la Csnl794 s’est avérée très variable d’une expérience à l’autre, d’où la 
nécessité de la mise au point d’un nouveau milieu qui permettrait une production reproductible et 
constante de la Csnl794. La mise au point du milieu de production de la Csnl794 a été réalisée par une 
approche statistique en utilisant des plans d’expériences. Les plans d’expériences de Plackett-Burman, 
Box-Hunter et Taguchi ont été utilisés pour étudier les différents facteurs et interactions qui affectent la 
production de la Csnl794 dans le but d’obtenir la composition optimisée de son milieu de production.
Les essais de Plackett-Burman ont permis, dans un premier temps, de classifier les différents 
facteurs testés et d’identifier les oligosaccharides, le sucrose, le chitosane et la glucosamine, comme 
facteurs importants à étudier. De plus, les résultats obtenus ont permis de composer un milieu de base 
pour la production de la Csnl794. Ensuite, les essais réalisés par le plan de Box-Hunter, ont mis en 
évidence l’effet des interactions entre facteurs; celle entre la glucosamine et les oligosaccharides s’étant 
révélés comme l’une des plus intéressantes. Enfin, le plan Taguchi a permis de déterminer le niveau 
optimal de chaque facteur. Ainsi, 10g/l de glucosamine, 4g/l de sucrose et 7g/l d’oligosaccharides ont 
été utilisés comme composantes du milieu de production. Le milieu ainsi mis au point permet la 
production d’une moyenne de 7U/ml de Csnl794 d’une manière constante.
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1. Introduction
Les plans d’expériences (Design Of Experiments; D.O.E en anglais, abrégé PEX en français) 
permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent une recherche scientifique et des études 
industrielles. Ce concept a été proposé en 1920, par Ronald A Fisher. C’est une stratégie 
d’expérimentation différente de l’approche traditionnelle qui consistait à ne faire varier qu’un seul 
facteur à la fois. Les plans d’expériences sont applicables à de nombreuses disciplines scientifiques et à 
toutes les industries. Leur but est d’obtenir le maximum de renseignements en réalisant un minimum 
d’expériences, afin de modéliser ou d’optimiser des phénomènes étudiés.
Lors d’une étude, on s’intéressait à une grandeur d’intérêt mesurée à chaque essai appelée « réponse ». 
La valeur de cette réponse dépendait de plusieurs variables dites « facteurs »; la valeur attribuée à un 
facteur pour réaliser un essai est appelée « niveau ». Lorsqu’on étudie l’influence d’un facteur, en 
général, on limite ses variations entre deux bornes appelées respectivement : « niveau haut » et « niveau 
bas» (Cours de génie industrielle, 2009). L’ampleur de la variation de la réponse quand un facteur 
passe d’un niveau à un autre est appelée « effet ». Il existe différentes stratégies d’expérimentation:
La stratégie traditionnelle: «un seul facteur à la fois»
La stratégie traditionelle consiste à ne faire varier qu’un seul facteur à la fois de manière à 
mettre en évidence l’effet de chacun des facteurs. Ceci permet d’estimer l’effet de chacun par la simple 
comparaison de deux réponses successives. Par exemple pour deux facteurs ki et k2 si l’on attribue les 
réponses Y] et Y2 les effets sont calculés comme suit:
Effet du facteur ki = Y 2 — Yi 
Effet du facteur k2 = Y3 — Y2...
L’effet ainsi calculé est représentatif pour une combinaison particulière des autres facteurs, ne 
permettant pas de dire que cet effet est également valable pour d’autres combinaisons. Par conséquent, 
l’effet ainsi mesuré n’est pas représentatif de l’effet moyen recherché.
Avec cette stratégie d’expérimentation, on aboutit à des conclusions fragiles, qui risquent d’être 
infirmées par un essai supplémentaire conduisant à une valeur tout à fait différente pour un même effet 
dès que l’on change la combinaison des autres facteurs (Demonsant, 1996).
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La stratégie exhaustive: le plan factoriel complet
À l’autre extrême, le plan factoriel complet combine de manière exhaustive toutes les 
modalités de tous les facteurs. D’une part, il permet d’envisager tous les cas possibles et d’autre part, de 
calculer tous les effets possibles pour un facteur donné et d’en déduire un effet moyen.
A titre d’exemple, un plan factoriel complet incluant 7 facteurs à 2 modalités comprend 27 = 128 
expériences à réaliser.
L’intérêt du plan factoriel complet est de permettre d’estimer avec précision les effets des différents
facteurs, et aussi, de trouver directement la meilleure combinaison puisqu’elles sont toutes essayées.
Cependant, il nécessite la réalisation d’un nombre d’expériences très élevé. Au niveau pratique, ce plan
ne constitue donc pas une approche efficace (Demonsant, 1996).
»
La stratégie d ’un plan fractionnaire orthogonal
Le plan fractionnaire orthogonal est un sous-ensemble judicieusement choisi du plan factoriel 
complet, qui va permettre de tester un grand nombre de facteurs avec un minimum d’expériences. 
L ’effet moyen de chacun des facteurs est estimé par la formule suivante:
n+ n
où Y+ et Y. représentent la réponse d’un facteur avec un niveau haut (+1) ou un niveau bas (-1) 
respectivement. Le nombre d’essais pour un facteur désigné par les niveaux (+1) et (-1) est noté n+ et n_. 
On note que le calcul de l’effet fait intervenir la notion d’effet moyen recherché dans l’ensemble des 
résultats d’essais, contrairement aux stratégies traditionnelles où l’effet est calculé à partir des 
combinaisons particulières (Demonsant, 1996).
Un plan est dit orthogonal si pour tous les facteurs pris deux à deux, chaque modalité de l’un est 
associée à toutes les modalités de l’autre le même nombre de fois dans le plan. Parmi les plans 
orthogonaux, on trouve les plans Plackett-Burman, les plans Box-Hunter et les plans Taguchi.
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Ce travail rapporte les résultats obtenus pour la mise au point du milieu de production de la 
Csnl794. Avant d’entreprendre la série d’essais qui fait l’objet de ce chapitre, plusieurs conditions de 
culture ont été testées en vue de produire la Csnl794. Pour résumer ces essais sporadiques, on peut 
constater que la production de la chitosanase était très faible dans certains milieux (moins de 0.5 U/ml) 
et plutôt satisfaisante pour d ’autres (7 à 12 U/ml). Après tous ces essais menés de manière relativement 
peu systématique, l’un des milieux a été choisi comme le milieu « optimal » de la production de la 
Csnl794. Cependant, la méthode de production ainsi adoptée menait à des quantités d’enzyme 
produites très variables d’une expérience à l’autre. Ceci a créé la nécessité de la mise au point d’un 
nouveau milieu qui permettrait Une production reproductible et constante de la Csnl794.
1.2 Le plan de Plackett-Burman
En 1946, Plackett et Burman ont présenté une grande collection de plans d’expériences 
multifactoriels. Les plans de Plackett-Burman constituent des approches s’apparentant au criblage 
(« screening »), car ils sont essentiellement destinés à écarter rapidement certains facteurs dans une 
étude préliminaire où de nombreux facteurs potentiels ont été identifiés (Saporta, 2006).
Le nombre d’essais (« N ») dans ces plans est un multiple de 4 (N = 4, 8, 12, 16, 20, 24...) et le nombre 
de facteurs est appelé « k»  où k = N — l..Le plan Plackett-Burman pour N = 12 et k = 11 est présenté 
dans le tableau 4.
Ce plan comportant 12 expériences, permet d’estimer l’effet sur une réponse Y de 11 facteurs à deux 
modalités: niveau haut (1) et niveau bas (-1). Ainsi, le calcul de l’effet Ki du facteur ki, s’effectue en 
déterminant la différence entre les moyennes obtenues pour la réponse Y dans les cas où le facteur ki 
prend l’une ou l’autre de ses deux modalités, ce qu’exprime l’équation suivante,
K ' “  6 6----------------------------------------
L’effet K2, du facteur k2, s’obtient de manière analogue,
Y1+Y2 + Y5 + Y9 + Y10+Yn Y3 + Y4 + Y6 + Y7+Y8 + Y12
K z  =  6 “  6
(Demonsant, 1996).
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Tableau 4. Plan Plackett-Burman pour N = 12, k = 11
Essai | k i :IKj  :! :j k3 ! k4 1 ks il kg ! k 7 i k» k 9 : k10 i Réponse
l i 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 Y,
2 ii - i 1 ! -1 1' i l ' I  1 1 i -1 :r -1 : - i  : 1 l - i  i y 2
3 - i -1 1 - i 1 1 1 -1 - i -1 i y 3
4 ! i ! -1 !I -1 1 i -1 il 1 | 1 Il 1 ' i - i  1 -1 i -i y 4
5 - i 1 -1 - i 1 -1 1 1 i -1 - i y 5
6 ' f  -1 !i -1. ! i
P~ i 
! -1 1 -1 II ■i ! -1 Ü i  ‘ •i’ ! 1 i - i ;
_  Y6
7 - i -1 -i 1 -1 -i 1 - i i 1 . i y 7
. 8 :;\ ' 1  i r - i  ü ' - i . ! -1 U k  il - i  ; -1 :| i  <: -Xi 1 j;: .1 ij ■ y s ;; :
9 i i - i -1 -1 i -1 - i i -1 1 Y 9
' . U O : . ; : ] \ 'X'\ t X IX1, i ï -X M ■Xi . J U . : i\ - Î J À t \ x x H X i  ;
11 - i 1 i 1
TT~\
- i - i -1 i - i - i 1 ■ Y „
I x M M ! X; ! 1 liX 1. 1 II -i -1 K: i  i -1..] y ,2
Facteurs 1: haut, -1: bas. Adapté de (Montgomery, 2005).
1.3 Le plan de Box-Hunter
Deux auteurs, Box et Hunter ont introduit les plans dits « 2 n p» en 1961. Ces plans incluent 
« n » facteurs à deux niveaux et prévoient un nombre d’essais égal à 2 n p.
2n est le nombre d’essais du plan factoriel combinant n facteurs à deux niveaux; 2P est le degré de 
fractionnement du plan factoriel (p varie de 0 à n-2) (Benoist et al., 1994) . Un exemple de plan 
complet comprenant 4 facteurs à deux modalités (où n = 4 et p = 0) est présenté dans le tableau 5, ce 
plan comporte 16 expériences.
127
Tableau 5. Plan Box et Hunter pour 4 facteurs à 2 niveaux
Essai ki k2 k3 k4 Réponse
1 -1 -1 -1 -1 Y,
1 2 ! 1
T
-1 ! -1 !! ' y2
3 -1 1 -1 -1 Y3
! 4 1 ; 1 ; -1 !' -i [ y4 " “ “
5 -1 -i 1 -i y5
1 6 ; { 1 '! : -1 1 1 i -i n
1 Yé
7 -1 1 1 -i y7
f  « ! 1 1 V 1' . ^ 1 r  y8 -
9 -1 -1 -1 i Y,
1 io  ^ j 1 T - i  '"i -1 ■ : | ■ ■ ■. 1 1! ;: : Yio : : ;
il -1 i -1 i Y„
r  12. ; 1 i i r  y72
13 -1 - L 1 i Y13
f  ■ 14: ; 1 -1 f^- 1 Y J4 7
15 -1 1 1 i Y15
i . 16 ;; : 1 GÏ. V-1 1 1 • i r *  nn
1.4 Le plan de Taguchi
La méthode a été développée dans les années 80 par Genichi Taguchi (Ryan, 2011). Elle 
permet de trouver la combinaison optimale des niveaux des facteurs étudiés. D’autre part, elle permet 
de comparer objectivement les performances respectives de plusieurs caractéristiques à optimiser 
simultanément. (Alexis, 1995). Les facteurs notés ici: A, B et C et les différents niveaux testés sont 
présentés dans le tableau 6. Le plan présenté est désigné par le symbole « L l6 (43) », ce qui se traduit par 
l’étude de trois facteurs, chacun à quatre niveaux, en réalisant un total de 16 expériences.
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Tableau 6. Plan Taguchi pour Lié (43)
Essai A B C
1 1 1 2
2 1 L 2 . J 1 3
3 1 3 4
5 2 1 1
6 . 2 2 n 2
7 2 3 3
8 2 4
_ 4
9 3 1 4
10 3 2 1
11 3 3 2
3 . . .  il ■ :... 4 -, 3 .
13 4 1 3
14 4 -•!r',. 2 ■ ~l - 4
15 4 3 1
16 . 4 ! 4 r r - , , .  2 -
2. Matériel et méthodes
2.1 Pour le plan Plackett-Burman
Les différents facteurs ont été ajoutés (selon leurs modalités) à un milieu de base composé de 
0.25g/l K 2 H P O 4 ,  0.25g/l K H 2 P O 4  et 0.1 g/l NaCl. Les milieux de culture ont été inoculés par 1/10 ou 
1/40 d’une pré-culture de Paenibacillus sp. 1794 dans du Tryptic Soy Broth agitée 24 heures à 300 rpm 
à 45°C. L’activité de la Csnl794 a été dosée par le substrat RBB-C après 48 heures de culture dans 
10ml de milieu dans un erlenmeyer de 50ml, agité à 300 rpm à 45°C. L’activité de Csnl794 calculée 
représente une moyenne de triplicata de chaque essai comme le montre le tableau 8.
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2.2 Pour le plan Box-Hunter
Les différents facteurs ont été ajoutés (selon leurs modalités) à un milieu de base composé de
5g/l de peptone, lg/1 de sulfate de potassium, 2.5g/l K2HP04, 2.5g/l KH2PO4 , 0.1 g/l NaCl, 150mg/l de 
CaCh, 0.1 g/l de MgS04 et lOpM de FeS04. Les milieux de culture ont été inoculés par 1/10 de pré 
culture de 24 heures dans du TSB agité à 300 rpm à 45°C, L’activité de la Csnl794 a été dosée en 
utilisant le substrat RBB-C après 48 heures de culture de 10 ml dans un erlenmeyer de 50ml, agité à 300 
rpm à 45°C. Tous les essais ont été effectués en triplicata et le tableau 10 montre la moyenne des trois 
échantillons.
2.3 Pour le plan Taguchi
Les différents facteurs ont été ajoutés selon leurs niveaux (les niveaux 1, 2, 3, 4 représentent 2, 
4, 7, 10 g/l respectivement) dans un milieu de base composé de 5g/l de peptone, lg/1 de sulfate de 
potassium, 2.5g/l K2HP04, 2.5g/l KH2P 04, 0.lg/1 NaCl, 150mg/l de CaCl2, 0.lg/1 de M gS04 et lOpM 
de FeS04. Les milieux de culture ont été inoculés dans un rapport de 1/10 avec une préculture de 24 
heures dans du TSB, agitée à 300 rpm à 45°C. L’activité de la Csnl794 a été dosée en utilisant le 
substrat RBB-C après 56 heures de production de chitosanase. Tous les essais ont été effectués en 
duplicata et le tableau 14 montre les moyennes des deux échantillons.
2.4 Définition et calcul de t-value par le logiciel Design-Ease®
La t- value est calculée pour chaque effet par la formule
t -  value = W M
Résidus
n+ et n s o n t  le nombre de réponses obtenues à chaque niveau (+1) ou (-1) respectivement.
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MS Résidus- (mean square) moyenne quadratique des résidus calculés par ANOVA (voir tableau 12). 
L’exemple suivant montre le calcul du t-value des oligosaccharides noté t-value o où :
L’effet des oligosaccharides calculé dans le tableau 12 = 1.18
MSRésidus des oligosaccharides calculé dans le tableau 12 = 0.15
Le nombre de réponses obtenu pour les oligosaccharides n+ et n _ = 8 (voir tableau 12)
Ainsi, l’application de la formule donne:
lL18lt -  value0 = . ' - =6.1
h h
Les t-value des autres facteurs sont calculés de la même manière, puis sont présentés dans l’axe des y 
dans le graphe de Pareto (voir figure 20).
La t-value est la valeur du t de Student calculée pour une probabilité de 5%, dans notre exemple le t- 
value est de 2.36 (voir figure 20).
Il existe une valeur plus conservative que le t-value appelée Bonferroni value (pour le nom de 
son inventeur), qui prend en considération lors du calcul, le nombre d’effets estimé pour chaque 
expérience en le divisant par la probabilité désirée pour une valeur de risque alpha (a). À noter que la 
valeur du risque a  est fixée pour. 0.05 pour le logiciel Design-Ease®. Ainsi, pour notre exemple 15 effets 
sont estimés ce qui correspond à une Bonferroni value de
f ( ( a 2-lail ~  0 . 0 5 ) /  \  _  , = 4 3
\  / k  = \5,ddl = 7) W ,i5 ) -
où k est le nombre d’effet estimé et le degré de liberté (ddl) des résidus calculés par ANOVA (voir 
tableau 12). La Bonferroni value calculée par le logiciel est suffisante pour voir les effets qui se 
démarquent nettement de ceux causés par une variation aléatoire. Touts les effets qui dépassent la limite 
de Bonferroni sont bien significatifs et doivent être pris en considération par ailleurs, les effets qui 
dépassent la limite de t-Value sont possiblement significatifs et doivent être pris en considération 
également pour une éventuelle analyse (Anderson and Whitcomb, 2007).
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2.5 Production de la Csnl794
La production de la Csnl794 a été réalisée en suivant le protocole décrit au chapitre 3 dans (Zitouni et 
al., 2012)
3 Résultats
3.1 Essais réalisés avec le plan Plackett-Burman
Les premières expériences réalisées pour l’optimisation du milieu de production de la Csnl794 
sont de type Plackett-Burman. Dans la majorité des cas, les « facteurs » étaient constitués par des 
ingrédients du milieu de culture. Nous avons aussi testé l’influence du pourcentage d’inoculation.
Le tableau 7 présente, les facteurs testés et les modalités utilisées à titre d’exemple, pour une des 
expériences réalisées avec le plan Plackett-Burman. La réponse obtenue (activité de la chitosanase 
Csnl794) est présentée dans le tableau 8.
Tableau 7. Exemple de facteurs et modalités utilisés dans l’un des essais par plan
Plackett-Burman
r -
! Facteurs j M odalités
(+D (-1)
! k> ; Chitosane Sigma i 2 g/l 0
k2 Sulfate de magnésium l g / 1 0
! k3 Peptone i 5 g/1 0
u Beef Extract 5 g/1 0
i k5 Oligosaccharides ; ...5 g/i 0
L, Sorbitol 5 g/1 0
: k7 : Inoculum Bactérien I 1 / 1 0 'A
k« Phosphate 4.5 g/1 (2.25 g/1 K 2H P0 4  + 2.25 g/1 KH 2P 0 4) 0
! k9 Chlorure de potassium ;______ __ 0.5 g/1 _  ... 0
kio Sulfate d’ ammonium l g / 1 0




Le calcul d’effet permet de classer les facteurs en deux classes majeures: facteurs à effet positifs et 
facteurs à effet négatif. Le calcul d’effet pour l’exemple cité au tableau 8 est présenté en histogramme 
dans la figure 18.
Tableau 8. Résultats obtenus par le plan Plackett-Burman
Essai . ki . k2 k3 ! Iv4 k5 kft k7 kg : kÿ ! kjo i kji 1 Activité Csn (U/ral)
1 1 1 1
1 \ . 
l 1 1 1 1 1 1 0.52
. J - l j 1 J 1-1" i  m m... - ! L_.._ i -1 ! - i  ! -1 1 -1 0 95
3 -1 -1 1 -1 1 1 - i -1 -1 1 0.59
4 , 1 1 1 1 i f f l / j •1 i 1 ü - l  ;| -1 :1 -1 [ 0.40
5 -1 1 -1 -1 -1 1 i 1 -1 -1 2.55
6
7
-1 i , i -^î ’-i v -r "f? i
-i -i -i i
 r p n a *J  I d L i  O L  L l L  L i a  •
1 - 1 1 - 1 1
T'-"-i r  f -i ,i
-,— . t -—-— kL
9 1 1 - 1 - 1 - 1 1
_ jloT] LT2 Lil LÏ ^  r -X i J:r  ' L-'1'
11 ■ 1 1 1 1
■1 -1 1
i -i r-i
1 - 1 - 1  1 -1
'G D [
1






12 J« 1 f -1 î 1 ! 1 * 1 - 1 , - 1  -1 I 1 1 l -1 ' 1.64
Figure 18. Effet des facteurs étudiés par le plan Plackett-Burman décrit dans les tableaux 7 et 8
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On note l’effet nettement positif du facteur k5 et l’effet négatif du k6 qui représente deux sources 
de carbone, respectivement, les oligosaccharides de chitosane et le sorbitol.
L’ensemble des résultats obtenus pour les différents essais réalisés par plans d’expériences Plackett- 
Burman a ainsi révélé trois catégories de facteurs, les facteurs à effet nettement positif, les facteurs à 
effet nettement négatif et les facteurs à effet peu prononcé, comme c’est le cas du sulfate de magnésium 
(facteur kj) ou encore à effet dépendant du contexte. Ces différentes catégories de facteurs issus d ’une 
dizaine d’essais réalisés par Plackett-Burman sont classifiées dans le tableau 9.





j Effet peu prononcé
1 . . . . . .! [
i E ffet dépendant du 
1 contexte
Urée Oligosaccharides Chlorure de calcium Com Steep Liquor
1 Tryptic Soy Broth | Proportion d ’inoculum 
’bactérien




| Sulfate d ’ammonium
j . . • _ . -p
Extrait de levure Phosphate de potassium Chitosane
' Cellobiose Sulfate de potassium
. : * ' • . j . - H .;. Ji ■  • ........| Glucosamine
Nitrate de potassium Agitation Peptone
1 Beef Extract Sucrose j '. . .1 Sulfate de magnésium
Sorbitol Sulfate ferreux
i '
1 Casaminoacids ‘ Chlorure de zinc |
r  . iI j ■





: Propionate • I _ ;
Ecorce de levure
Chlorure de cobalt
Temps d ’ajout du 
chitosane*
Chitosane ajouté en début de culture, ** Chitosane ajouté en cours de culture.
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Tel que mentionné plus haut, les plans d’expériences par la méthode Plackett-Burman sont 
avantageux pour dégrossir un problème en déterminant les facteurs influents parmi un grand nombre 
tout en réalisant un minimum d’essais. Deux niveaux par facteurs suffisent, car on veut juste réduire la 
liste des facteurs à considérer. Cependant, ce type de plan ne permet pas d’étudier les interactions entre 
les différents facteurs, puisqu’une interaction entre deux facteurs est confondue avec l’ensemble des 
autres.
Ainsi, suite aux résultats obtenus par les plans d’expériences Plackett-Burman, quatre facteurs ont été 
retenus dans le but d’approfondir l’étude de leur effet sur la production de la Csnl794. Il s’agit 
d’oligosaccharides de chitosane et du sucrose comme des facteurs à effet nettement positif et du 
chitosane et de la glucosamine comme facteurs à effet dépendant du contexte. La dépendance du 
contexte pour ces deux derniers facteurs résulte peut-être d’interactions auxquelles ils sont soumis.
En outre, pour beaucoup de bactéries connues, autant la glucosamine que le chitosane sont des 
inducteurs de la production de chitosanase. Il nous paraissait donc intéressant d’approfondir les 
analyses pour ces deux facteurs. Les autres facteurs à effet positifs ont été maintenus en les incorporant 
dans la composition d’un milieu de base pour la production de la Csnl794 (voir matériel et méthodes).
3.2 Résultats obtenus avec le plan Box-Hunter
Les facteurs et modalités utilisés ainsi que les résultats obtenus par les plans Box- Hunter sont 
indiqués dans les tableaux 10 et 11. La figure 19 montre le calcul d’effet.
Tableau 10. Les facteurs et modalités utilisés dans l’un des essais par plan complet Box-Hunter
Facteurs Modalités
_ _  (+1) (_1)
ki : I Glucosamine j 5 g/l 1 1 g/l
5 g/l lg /1 .
5 g/l j  1 g/l
12 h Oh
k2 Oligosaccharides 
! k3 ; Sucrose
ki Temps d’ajout du chitosane
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Tableau 11. Résultats obtenus par le plan Box-Hunter
Essai k, i k2 . k3 k4 Activité Csn
i ■ (U/ml)
1 -1 -1 -1 -1 0.26
2 1 1 -1 -1 -1 r '  0.73
3 -1 1 . -1 -1 3.60
4 ....
. . . .  ....
r - 1 ..-1 233
5 - i -1 1 -1 0.61
6 i 1 -1 1. p -I !-  1.4!
7 - i 1 1 -1 4.78
8 : ■1: ! 1 1 j; - i  ;
i  5 2  . .
9 -1 -1 -1 1 0.60
10 ; 1 ,-l. ; :1 ! 1.05 :.~ !
11 -1 l - i  l 1.03
” 127-7-] ' T T 1 r^ n r r i 2.00 ;
13 - i -1 i  i 1.15
14 j i tr : -ï rr^T-;-lî r  !
. J  96 ->
15 -i i 1 1 4.16
16 '■i 1 1 ■ ! 1 :i ■i;;;::: 5.62.,
1.5-1
1.0 -
k1 k2 k3 k4
Figure 19. Effet des facteurs étudiés par le plan de Box-Hunter décrit dans le tableau 13
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Comme le montre la figure 19, on constate que les effets les plus élevés sont dus aux oligosaccharides 
de chitosane (fe) et au sucrose (fa). Nos conclusions déduites de l’application des plans de Plackett- 
Burman se trouvent ainsi confirmées. De plus, on note un faible effet, mais positif pour les variables k4 
et fa qui représentent le temps d’ajout du chitosane au milieu de culture et la glucosamine 
respectivement.
Le logiciel Design-Ease® permet le traitement et l ’analyse des résultats obtenus pour les différents plans 
d’expériences. Tous les résultats obtenus par le logiciel grâce au calcul ANOVA sont présentés dans le 
tableau 12.
Tableau 12. Analyse de variance ANOVA pour le plan Box-Hunter
Source Somme de | Degrés de^ Moyenne F-value P-value
carrés «; liberté quadratique 1 Prob > F
A-Glucosamine 0,35 1 0,35 2,375 0.1672
pî-Oligosaccharides 5 ^6 '5 ,56™ J J f  387] 86 7”  X I 0.0005
C-Sucrose 1,61 1 1,61 11,038 0.0127
fX)-Ajout du chitosane 0,2 > r  j r  0 , 2 3 ~ 0T 25Î7~
AB 0,79 1 0,79 5,453 0.0522_w - ~ ,--j J.
L fD , _ L  L 0 20 C L I T J T LLLLE^L'LT1 77X1,343 X L  G 77X 2846X
BD 0,36 i 0,36 2,462 0.1606
[ a b d  , '  -, iî I X ) ,69 " X r  t  j ~™r W '  ' 1 ' '  4,730 ' ’! 0.0661
Résidus 1,02 7 0,15
La somme aux carrées (sum squares SS) est liée à l ’effet par la formule suivante;
S S ~ ^ ( E / f e t f
où N est le nombre d’essais.
Les facteurs à effet très faible vont être groupés ensemble pour estimer l’erreur appelée « résidus ». Les 
calculs de la somme aux carrées sont réalisés par la même formule citée plus haut.
La moyenne quadratique est calculée en divisant la somme au carré par le nombre de degrés de liberté. 




Le logiciel peut calculer la P-value qui est comprise entre 0 et 1. Une valeur inférieure à 0.05 est 
considérée comme significative, ce qui permet d’avoir un intervalle de confiance de 95% pour tous les 
résultats.
Il est intéressant de constater que, l’analyse ANOVA confirme le calcul d’effet pour les 
oligosaccharides et le sucrose où on obtient une P-value nettement significative.
Le logiciel a été utilisé aussi pour l’étude d’effets impliqués dans des interactions entre facteurs. Il
I
permet, entre autres, de visualiser les effets des facteurs les plus importants dans un graphe de Pareto 
grâce au calcul statistique de deux valeurs, la valeur t de Student (« t-value ») et Bonferroni value. La 
figure 20 représente le graph de Pareto avec les effets calculés pour la t-value de chaque facteur et 
interaction présentés sur l’axe des Y et les deux valeurs limites pour notre expérience: t-value et le seuil 
de Bonferroni (« Bonferroni limit ») Ces expériences ont été détaillées dans la section 2 (matériel et 
méthodes).
Destgn-Ease® Software 










Bonferroni L im it 4.3SS2G
t-V * iu *  L im a 2.36462
Rank
Figure 20. Graphe de Pareto
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Le graphe de Pareto confirme l’effet positif des oligosaccharides de chitosane et du sucrose, 
comme observé sur la figure 19. L’effet est particulièrement significatif pour les oligosaccharides de 
chitosane, avec un intervalle de confiance de plus de 95%, vu que ça dépasse les deux seuils limites à 
savoir, 4.35 et 2.36 pour le Bonferroni et la t-value, respectivement. Par ailleurs, pour le sucrose on a 
une barre qui dépasse la valeur limite de la t-value ce qui est suffisant pour confirmer son effet positif 
au niveau de l’intervalle de confiance (Anderson and Whitcomb, 2007).
Au niveau des interactions, on peut noter sur le graphe de Pareto, que celle entre la glucosamine et les 
oligosaccharides (l’histogramme AB dans la figure 20) frôle le seuil fixé par le t de Student. Dans le 
tableau 13 ci-dessous, un extrait du tableau 11 montre seulement ces deux composantes du milieu, 
utilisées à deux niveaux (1) et (-1).
Tableau 13. Donnés d’interaction de la glucosamine et les oligosaccharides de chitosane pour
les deux niveaux
Essais Niveau de Niveau M oyenne de la
r glucosamine d ’oligosaccharides réponse Y
Activité Csn U/ml
16, 12,8 et 4 + + 2.87
1, 5, 9 et 13______ -_       J [_ _    0.43
3,7, 11 et 15 - +  3.39
2 ,6 , 10 et 14 + •. /  v i ;  1.29
À partir du tableau 13 on peut tirer les conclusions suivantes:
La plus haute activité de la Csnl794 (3 U/ml) a été obtenue, quand les oligosaccharides étaient au 
niveau (+1) quel que soit le niveau de la glucosamine. De plus, l’activité la plus faible (0.43 U/ml) a été 
obtenue avec le niveau (-1) de la glucosamine et des oligosaccharides. Ainsi, l’activité Csnl794 dépend 
essentiellement du niveau des oligosaccharides.
Cependant, on peut noter un autre résultat intéressant, car une production un peu meilleure de Csn 1794 
(1.29 U/ml) a été obtenue lorsqu’un niveau bas (-1) des oligosaccharides était accompagné d’un niveau 
élevé (+1) de la glucosamine. On peut donc présumer qu’une partie des oligosaccharides de chitosane 
(une composante du milieu coûteuse) pourrait être remplacée par la glucosamine (nettement m oins 
dispendieuse) tout en préservant le niveau de production de la Csnl794.
L’interprétation de l’interaction entre la glucosamine et les oligosaccharides de chitosane est facilitée 
par un certain type de graphique issu du logiciel Design-Ease® (Figure 21).
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Figure 21. Interaction entre la glucosamine et les oligosaccharides
La figure 21 présente l’effet moyen de la glucosamine sur la production de chitosanase. La 
glucosamine est présente à deux niveaux (-1. ou +1) et l’effet moyen est calculé selon que la 
glucosamine, accompagnée, soit d’un niveau bas (ligne noire) ou élevé (ligne rouge) d’oligosaccharides 
de chitosane.
On constate que ces deux lignes n’ont pas la même allure, ce qui souligne l’importance de l’interaction 
entre ces deux composantes du milieu. La plus petite différence significative appelée LSD pour Least 
Significant Difference est représentée par les barres verticales sur le graph. Les LSD de gauche et droite 
de la ligne rouge se chevauchent ce qui indique qu’à un niveau élevé des oligosaccharides, le niveau de 
glucosamine n’exerce pas d’effet significatif sur la production de chitosanase. Cependant, on peut 
remarquer qu’à la ligne noire (où les oligosaccharides sont à leur niveau le moins élevé), les LSD ne se 
chevauchent pas, ce qui indique que l’effet de la glucosamine est significatif (Anderson and Whitcomb, 
2007). En d’autres mots, quand la glucosamine et les oligosaccharides se trouvent à leur niveau le 
moins élevé on observe une baisse drastique de la production de chitosanase. Par ailleurs, le fait 
d’ajouter la glucosamine à son niveau le plus élevé, même si les oligosaccharides sont à un niveau bas, 
permet une augmentation de l’activité chitosanase, ce qui indique la possibilité de compenser une partie 
des oligosaccharides par l’ajout de la glucosamine.
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Enfin, l’étude d’interaction vient supporter les résultats obtenus par l’analyse ANOVA où l’effet 
d’interaction entre les oligosaccharides et la glucosamine ont été mis en évidence (noté AB dans le 
tableau 12 avec une P-value de 0.05).
Ainsi, avec le plan Box-Hunter nous avons réussi à mettre en évidence l’effet nettement positif 
des oligosaccharides de chitosane et du sucrose sur la production de la Csn1794 ainsi que l’interaction 
entre les oligosaccharides et la glucosamine.
En quelle mesure peut-on remplacer les oligosaccharides de chitosane par de la glucosamine dans le 
milieu de culture? Pour répondre à cette question, nous avons utilisé un autre plan d’expériences appelé 
le plan Taguchi. Contrairement aux deux plans précédents, le plan Taguchi prévoit d’utiliser plus que 
deux niveaux par facteur.
3.3 Résultats obtenus avec le plan Taguchi
Le plan, les facteurs testés et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 14. L ’analyse 
des résultats obtenus en utilisant le plan Taguchi par le logiciel Design-Ease® a permis la détermination 
des niveaux optimaux pour chaque facteur testé en vue d’une production adéquate de la Csnl794 
comme le montrent les figures 22, 23 et 24.
Ainsi, d’après les résultats obtenus par les essais réalisés par plan Taguchi, pour une production de 5 
U/ml de la Csn 1794 il est souhaitable d’avoir la glucosamine à son niveau 4, les oligosaccharides à un 
niveau 3 ou 4 et le sucrose à un niveau 1 ou 2. Autrement dit, on a établi les proportions d’ajouts de 
sucres dans le milieu de production de la Csnl794 comme suit, glucosamine (10g/l), oligosaccharides 
(7g/l) et le sucrose (4g/l).
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Tableau 14. Les facteurs testés et réponses obtenues par plan d’expérience Taguchi L16 (43)
i Essai]' Glucosamine !: Oligosaccharides ! Sucrose ! Activité Csn (U/ml)
1 1 i 2 0,85
r I T  ! . i 1 • li - 2 , .3 r  3 1 2,33 • .....i
3 1 3 4 1,54
' 4 i1 ! *  .11 I ir 4. ! i - ■ ■ i r  |
5 2 1 i 2,88
■ ' 2 ■ L 2!,. f 2^71 | 2,93 j
7 2 3 3 2,50
m i r . - . - 2 - 4  - ! [ m u 2,03' ,  . v':
9 _ 3 i 4 1,63
f  ■ io~: 3 ■ _r1 • ■ f - i . . .  •:> 2,6» ' !
il 3 3 2 3,52
n ^ r  - 3 i . 4:; ■ ;. '. . 2,84;
13 ’ 4 1 3 1,74
r m i  ■ 4, 1 [ ~ 2 . 4 1,65
15 4 3 1 4,71
4 ■: 4 r a : 4,86
Design-EaseQ Software
Correction: 0.300 
Color poH * by 
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r■  0.8
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Figure 22. Production de la chitosanase 1794 (U/ml) en fonction des niveaux de glucosamine dans
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Figure 23. Production de la chitosanase 1794 en fonction des niveaux d’oligosaccharides de
chitosane dans le milieu de culture
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Figure 24. Production de la chitosanase 1794 en fonction des niveaux de sucrose dans le milieu de
culture
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3.4 Mise au point de milieu de production de la Csnl794
Les résultats obtenus par les différents essais réalisés par les plans d’expérience ont été utilisés 
pour mettre au point le milieu de production de la Csnl794. Les résultats des essais réalisés par le plan 
Box-Hunter, montrent que le temps d’ajout du chitosane a un effet sur la production de la Csnl794. 
Grâce à des expériences ultérieures (non montrées), ce temps a été fixé à lOh. On a réalisé des 
expériences pour confirmer la reproductibilité des résultats obtenus. La production de chitosanase était 
suivie au fil du temps par le dosage RBB-C. Les résultats sont présentés dans le tableau 15.
On peut noter à travers les résultats obtenus avec trois expériences indépendantes, que le niveau de 
production de la Csnl794 est stabilisé avec le nouveau milieu de production.
Tableau 15. Confirmation des résultats obtenus avec le milieu de production de la Csnl794
C snl794 (U/ml)
Échantillons Temps (heure)
;L_48 j l 7 2  _ 96 [JL20JL ! 44
A 0.42 1.14 2.33 3.63 4.74
B 0.42 1.46 2.32 3.85 4.60
C 0.53 1.27 2.69 4.66 7.45
4. Discussion
L’approche statistique de plans d’expérience est une méthode efficace qui a fait ses preuves 
dans l’augmentation de production d’enzymes comme c’est le cas de l’optimisation de la production 
d’une chitosanase produite par Bacillus sp. RKY3 et une chitinase produite par Paenibacillus sp.Dl, où 
la production d’enzyme pour chacune est augmentée de 11.3 et 2.56 fois respectivement (Singh et al., 
2009; Weeet al., 2009).
Dans ce travail, on a réussi à optimiser la production de la Csnl794 par la mise au point d’un 
milieu de production grâce aux plans d’expérience. Parmi les facteurs étudiés par les essais Plackett-
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Burman quatre facteurs ce sont nettement démarqués, il s’agit du sucrose et des oligosaccharides 
comme facteurs positifs et du chitosane et de la glucosamine comme facteur dépendant du contexte. Ce 
résultat n’est pas le fruit du hasard, car les chitosanases sont des enzymes inductibles (Wee et al., 2009). 
Lors des essais Plackett-Burman, le chitosane de différentes sources et différent PM était un facteur 
toujours présent comme source de carbone. La glucosamine, les oligosaccharides, le sucrose et le temps 
d’ajout du chitosane sont les facteurs qui ont été choisis pour étudier leur interaction via les essais Box- 
Hunter. Les résultats obtenus indiquent que l’activité de chitosanase est nettement améliorée en ajoutant 
le chitosane lOh après le début de la culture et non au tout début de cette dernière. De plus, les 
oligosaccharides, la glucosamine et le sucrose ont non seulement été confirmés comme facteurs positifs, 
mais en plus une interaction entre la glucosamine et les oligosaccharides a été mise en évidence. 
D’après ces résultats, il est probable que Paenibacillus sp.1794 utilise les sources de carbone simples 
(glucosamine et sucrose) avant de produire la chitosanase pour utiliser les oligosaccharides de chitosane 
comme source de carbone. Par conséquent, le fait d ’ajouter le chitosane plus tard au milieu de 
production, où la chitosanase est déjà produite permet de neutraliser l’effet antimicrobien du chitosane 
et l’utiliser comme source de carbone.
Les caractéristiques de la Csnl794 lui confèrent un grand potentiel pour d’éventuelles 
applications industrielles. Le fait d’avoir obtenu une moyenne de 7U/ml de Csnl794 est assez 
satisfaisant pour plusieurs applications en biotechnologie.
L’exemple numérique suivant illustre bien le potentiel de la Csnl794 pour l’hydrolyse du chitosane à 
grande échelle. Habituellement, avant l’hydrolyse, le chitosane est dissous à une concentration connue. 
En mesurant, dans cette solution, la concentration molaire en sucres réducteurs, on peut calculer le 
poids moléculaire moyen du chitosane en utilisant l’équation suivante:
Concentration ( g / l )
Concentration molaire  (m o le /l )
Donc,
Concentration ( g / l )
Concentration molaire (mol e/ l )  = ------— —— ;-----r -:------
 ^ J PM (g/ mol e)
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À titre d’exemple, si le chitosane est dissous à la concentration de 50g/l et l’on veut générer du 
chitosane de PM lOkDa, on doit viser une concentration molaire de sucres réducteurs de l’ordre de 5000 
gmoles/1. Par définition, une unité d'enzyme génère lpmole de sucres réducteurs en 1 minute. 
Assumant, de manière conservatrice et pour simplifier les calculs que la production moyenne de 
chitosanase est de 5 unités par millilitre, un petit fermenteur de laboratoire de 10 litres fournirait 50,000 
unités d'enzyme, ce qui suffirait de transformer, par hydrolyse et en 2 0 0  minutes seulement, 1 0 0  kilos 
de chitosane dont le poids moléculaire serait réduit jusqu’à environ lOkDa.
Dans le cas de l’étude clinique qui montre l'effet hypocholestérolémiant du chitosane, c’est un chitosane 
de 40 kDa qui a été utilisé (Jaffer and Sampalis, 2007) (voir introduction section 2.3.6). Le fermenteur 
de 10 litres permet d'avoir l'enzyme nécessaire pour produire 400 kilos de chitosane 40 kDa suite à une 
hydrolyse de 3 heures. Considérant qu’une pilule contient 800 mg de ce produit, le petit fermenteur 
permet d'obtenir l’enzyme suffisante pour hydrolyser la quantité de chitosane 40 kDa nécessaires pour 
fabriquer 500,000 pilules.
5. Conclusion
Une production constante et stable de la Csnl794 a été réalisée par plans d’expérience grâce à la 
mise au point d’un nouveau milieu de production qui nous a permi d’obtenir une moyenne de 7U/ml, 
un niveau bien satisfaisant pour une éventuelle application biotechnologique de la Csnl794.
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CONCLUSION
L’objectif général de cette thèse consiste à rechercher de nouvelles chitosanases thermostables, 
dans le but de mener la réaction d’hydrolyse du chitosane à des températures élevées, permettant ainsi 
de traiter des solutions de chitosane plus concentrées sans que la viscosité ne devienne un facteur 
limitant. Ce travail décrit de nouvelles méthodes de sélection et de caractérisation utilisées permettant 
identifier de nouvelles bactéries productrices de chitosanases thermostables.
Tout d’abord, nous avons mis au point une nouvelle méthode de dosage de chitosanase en 
utilisant le sRBB-C comme substrat. Le dosage adapté aux microplaques a permis tout d’abord de tester 
une éventuelle activité chitosanase de plus de 2 0 0 0  surnageant de cultures bactériennes issus d’étapes 
de sélections antérieures. Ensuite, lors de la construction d’une banque d’ADN génomique partielle 
pour cibler la séquence génique de la chitosanase 1794, le milieu solide composé de sRBB-C a permis 
la sélection des clones positifs.
Par la suite, plusieurs innovations ont été appliquées au cours des étapes de sélection des souches 
bactériennes productrices de Csn thermostables. Dans un premier temps, nous avons introduit une étape 
d’enrichissement en utilisant du chitosane de différent PM. De plus, certains enrichissements ont subi 
des post-traitements optionnels dans le but d’augmenter la diversité microbienne. Par la suite, l’étape de 
sélection des isolats a été faite sur trois milieux différents contenant où pas le chitosane comme source 
de carbone. La sélection des isolats producteurs de Csn a été réalisée par dosage d’activité Csn en 
utilisant le sRBB-C comme substrat. Parmi les isolats producteurs de chitosanases, on voulait garder 
ceux qui produisaient les emzymes les plus thermostables. Un test de thermostabilité en présence de 
substrat était réalisé sur plusieurs chitosanases. Le test était mené à des températures de plus en plus 
élevées pour choisir les chitosanases les plus thermostables. Parmi les différentes chitosanases testées, 
la Csnl794 s’est distinguée, car elle ne montrait aucun signe d ’inactivation pendant de nombreuses 
heures à 70°C. Ainsi, la Csnl794 a été choisie pour purification et caractérisation ultérieure.
La Csnl794 purifiée a un PM de 40 kDa et un pH optimal de 4.8. L ’étude biochimique réalisée sur la 
protéine purifiée a permis de calculer son Km et kcat qui sont de 0.042 mg/ml et 7588 min' 1
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respectivement. Le temps de demi-vie de la Csn1794 en présence de chitosane est plus de 20 heures à 
70°C. L’activité de la Csnl794 varie légèrement avec le degré d’acétylation du chitosane, elle 
hydrolyse la carboxyméthyl-cellulose, mais pas la chitine. De plus, le gène codant pour la Csnl794 a 
été obtenu par génétique inverse. La séquence protéique traduite à partir de la séquence de nucléotides 
nous a permis'd’identifier la Csnl794 en tant que chitosanase appartenant à la famille 8  des glycosides 
hydrolases.
Une mise au point d’un milieu de production de la Csn 1794 a été réalisée par la méthode de plans 
d’expériences. Le milieu ainsi optimisé a permis une production constante et stabilisée d’environs 
7U/ml de Csnl794, un taux de production qui donne à la Csnl794 un potentiel biotechnologique.
La caractérisation des isolats produisant les Csnl794, 612 et 589 a été réalisée par des techniques 
microbiologiques et moléculaires. Les résultats obtenus indiquent qu’il s’agit d’isolats appartenant au 
genre Paenibacillus. Suite à ces résultats les bactéries productrices des Csnl794, 612 et 589 ont été 
identifiés comme Paenibacillus sp. 1794, Paenibacillus sp. 612, Paenibacillus sp. 589. Par ailleurs, 
l’alignement des séquences rpoB partielles de ces trois isolats avec celles d’autres espèces nous a 
permis de montrer qu’elles étaient évolutivement proches, appartenant à une même branche de l’arbre 
phylogénétique tout en restant bien distinctes. Ainsi, la méthode d’enrichissement et sélection choisie a 
abouti à l’isolement de toute une famille de souches taxonomiquement rapprochées produisant des 
chitosanases thermostables.
Les résultats de cette thèse repésentent ainsi une avancée remarquable dans le domaine de 
biotechnologies et plus principalement dans l’hydrolyse du chitosane. En effet, l’isolement et la 
caractérisation de la chitosanase thermostable 1794 ouvrent la voie pour plusieurs études futures, 
notamment au niveau de la thermostabilité. La cristallisation de la Csnl794 permettra d’avoir une idée 
sur sa structure tridimensionnelle, par conséquent des hypothèses sur les acides aminés et les 
interactions impliquées dans sa thermostabilité. Ces hypothèses pourront être confirmées par 
mutagenèse dirigée.
Finalement, la production de la Csnl794 pourrait être ultérieurement augmentée par des travaux futurs 
sur un système recombinant qui permettrait de produire l’enzyme dans un milieu moins coûteux.
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ANNEXE I
Étude taxonomique partielle de l’isoiat 1794
r
1. Introduction
Les premières observations microscopiques de la bactérie productrice de la Csnl794 ont 
permis de constater qu’elle a une forme de bacille et qu’elle forme des endospores. Le groupe des 
bacilles comprend plusieurs familles et genres. Autrefois, ces bactéries ont été toutes classifiées dans le 
genre Bacillus, mais plus récemment ce groupe a été divisé en de nouveaux genres appartenant à 
plusieurs familles. Parmi ceux-là on trouve, le genre Paenibacillus appartenant à la famille 
Paenibacillaceae (Ash et al., 1994) . Les membres de cette famille sont des organismes anaérobies 
facultatifs qui produisent des spores et qui ont un pourcentage de G+C dans l’ADN entre 45 et 54%. 
Plusieurs espèces appartenant à ce genre sont productrices de glycosides hydrolases comme les 
xylanases et les chitosanases (Velâzquez et al., 2004) .
Dans le but de caractériser l’isolat 1794, nous avons effectué différents tests biochimiques et 
moléculaires tout en prenant en considération les critères morphologiques. Des comparaisons de l’isolat 
1794 avec d’autres espèces appartenant au même genre auquel il appartient ont été réalisées.
2. Matériel et méthodes
Test de coloration gram
La coloration Gram a été réalisée sur des cellules prélevées à partir d’une culture liquide de 
50ml dans un milieu TSB, dans un erlenmeyer de 250ml, à 37°C avec agitation 300 tours/min pendant 
24h. La coloration Gram a été réalisée en suivant le protocole décrit par (Lansing et al., 2003).
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Test de croissance à différentes températures (entre 30 °C et 65 °C)
Une colonie de la souche testée a été prélevée à partir d’un Pétri avec milieu Tryptic Soy Agar 
(TSA) Difco™ et suspendue dans 5 ml d’eau peptonée stérile (lg  peptone, 0.5g NaCl, 0.35g de 
Na2HPC>4 , 0.15g KH2PO4 , H20 distillée 100ml, pH 6.5 — 6 .8 ). Après un bref vortexage, la suspension a 
été diluée 10 fois dans l’eau peptonée. Cette suspension diluée a été ensuite étalée sur boite de Pétri 
avec milieu TSA. Les boites ont été incubées à une série de températures : 30, 37, 42, 45, 50, 55 et 
65 °C pendant 24 heures, où la présence de croissance ou son absence était notée.
Test de catalase
Le test de catalase était fait de deux façons : en tube et sur lame.
Méthode en tubes
Dans un tube à essai, 1ml de H2O2 à 3% a été préparé. Une portion de colonie de la bactérie 
étudiée a été recueillie (à partir d’un milieu solide) avec un manche de Koch et plongée dans la solution 
de H2O2 .
Méthode sur lame
Une portion de colonie de la bactérie étudiée a été recueillie (à partir d’un milieu solide) avec 
un manche de Koch et placée au centre d’une lame de microscope. Une goutte de H2O2 3% a été 
ajoutée sur les cellules bactériennes.
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Test d ’oxydase
À l’aide d’un écouvillon stérile, quelques colonies bactériennes ont été prélevées sur le bout de 
l’écouvillon. Une goutte du réactif (1% dihydrochlorure de N,N,N’ ,N ’-tétraméthyl -p- 
phénylènediamine) a été déposée sur l’écouvillon. On observait s’il y a un changement de couleur.
Test d ’oxydation de sucres et production de gaz
Le test a été réalisé en utilisant le réactif Phenol Red Broth Base et le milieu Phenol Red Broth 
avec carbohydrates selon le protocole standard de la compagnie Bekton Dickinson.
Test d ’hydrolyse de la caséine
Le test d’hydrolyse de la casséine a été réalisé en utilisant l’agar-lait Difco™ en suivant le 
protocole standard de la compagnie Difco™.
Test d ’utilisation de citrate
Réalisé en utilisant Difco ™ Koser Citrate Medium en suivant le protocole de Difco ™ 
(http://www.bd.com/ds/technicalCenter/misc/difcobblmanual_2nded_lowres.pdf). L ’incubation a été 
faite à la température optimale de croissance pendant 24h.
Test de production d ’amylase
Le test de production d’amylase a été réalisé sur trois milieux. Le milieu 1 appelé aussi milieu 
glucose était composé de 500 mg/50 ml de Yeast Extract ; 1 g/l de glucose et 15g/l d’agar. Le milieu 
2 appelé aussi milieu amidon a été composé de 0.5 g/l de K2HPO4 ; lg/1 d’amidon et 15g/l d’agar. Le 
milieu 3 appelé aussi milieu glucose et amidon a été composé de lg/1 d ’amidon, lg/1 de glucose et 15g/l
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d’agar. Les trois milieux ont été ensemencés puis incubés à la température optimale de croissance pour 
24 heures. Les trois milieux ont été par la suite colorés avec du Lugol dilué 10 fois. Une fois que le 
colorant ait pénétré dans la gélose, la décoloration des géloses a été réalisée par le NaCl -1M jusqu’à 
l’apparition de zone de dégradation de l’amidon.
Test de croissance en présence de NaCl 3% ou 5%
Le test de croissance en présence de NaCl 3 ou 5% a été réalisé sur trois milieux différents. Le 
milieu 1 était composé de 30g/l de TSB, le milieu 2 était composé de 30g/l de TSB, 3% NaCl, le milieu 
3 était composé de 30g/l de TSB, 5% NaCl. Cinq ml de chaque milieu ont été distribués dans des tubes 
en verre de 15ml. Les différents milieux ont été inoculés puis incubés à la température optimale pour 24 
à 48 heures.
Test du rouge de méthyle selon Voges et Proskauer (Methyl Red, Voges-Proskauer: MR-VP)
Le bouillon MR-VP à été préparé en ajoutant 7g/l peptone, 5 g/l glucose et 5 g/l K2H P04 à 1/1 
de H20  distillé. Les ingrédients ont été dissous dans 800 ml d’eau distillée légèrement chauffée. Le tout 
a été filtré, puis refroidi. Le pH a été ajusté à 6.9 et le volume à 11. Le milieu été versé par portion de 
5ml dans des tubes en verre de 15 ml. La stérilisation a été faite pendant 15 min à 121°C. Chaque tube 
de milieu a été inoculé avec chaque souche à partir de culture fraiche avec un fil droit. L’incubation a 
été menée à la température optimale de croissance pendant 48h.
Le réactif rouge de méthyle a été préparé en ajoutant 0.1 g de rouge de méthyle à une solution 
comprenant 300 ml d’alcool éthylique et 200 ml de H20  distillée.
Le test du rouge de méthyle consiste à ajouter l'indicateur de pH de méthyle à un tube inoculé avec du 
bouillon MR-VP. Pour le test MR, à la fin de la période de croissance, cinq gouttes du réactif ont été 
ajoutées, puis la lecture a été prise. Si l'organisme utilise la voie mixe de la fermentation acide et 
excrète des acides dans le milieu, le pH acide résultant sera détecté par le réactif rouge de méthyle, car 
l’indicateur restera rouge en pH acide (résultat positif) ou donnera une couleur jaune (résultat négatif).
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Le test Voges-Proskauer (VP) détecte des organismes qui utilisent la voie de butylène glycol et 
produisent l’acétoïne. Pour le test VP, à la fin de la période de croissance, cinq gouttes d’alpha naphtol 
et cinq gouttes de KOH 40% ont été ajoutées, puis la lecture a été prise. Dans le cas d’organismes qui 
utilisent la voie de butylène glycol, le produit final (l’acétome) est oxydé en présence de KOH en 
diacétyle. La créatine est également présente dans le bouillon en tant que catalyseur. Le diacétyle réagit 
alors pour produire une couleur rouge (résultat positif). Une couleur cuivre signifie un résultat négatif.
Test d ’activité beta-galactosidase
Quarante microlitres du réactif 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) 
(40 mg/ml) préalablement dilué dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) ont été ajoutés dans 20 ml de 
milieu Luria Broth Agar (LB) versé dans une boite de Pétri. La bactérie testée a été ensuite inoculée en 
surface. L’incubation de 24 à 48h a été faite à la température optimale de croissance. Les colonies 
positives deviennent bleues.
Test de production de la tyrosinase
Le milieu de production de la tyrosinase, a été préparé en suivant le protocole décrit dans 
(Kieser et al., 2000) . Il s’agit d’un milieu minimum supplémenté avec la tyrosine et plusieurs acides 
aminés comme la phénylalanine qui peuvent induire l’expression d’une éventuelle tyrosinase. Chaque 
souche a été inoculée sur une boite de Pétri avec ce milieu et incubée de 24 à 48 heures à la température 
optimale de croissance, pour observer l’apparition d’éventuelles zones brunâtres (formées de mélanine) 
autour des colonies.
Test d ’utilisation du mannitol, sorbitol ou glucose comme seule source de carbone
La solution de sels de Mandel a été préparée en combinant 1.4g/l de sulfate de zinc, 1.6g/l 
sulfate de manganèse, 5g/l de sulfate ferrique et 2g/l de chlorure de cobalt. Séparément, un milieu de 
base a été préparé, contenant 1.4g/l de sulfate d’ammonium, 5g/l de K 2 H P O 4 ,  lg/1 de K H 2 P O 4 ,  lml/1 de
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sels de Mandel, 2ml/l de Tween 80, 10g/l de mannitol ou sorbitol ou glucose, et 15g/l d’agar, pH 7.4. 
Après autoclavage, 6 m/l de MgSC>4 5% (stérile) et 10 ml/1 de CaCI2 3% (stérile) ont été ajoutés. Les 
souches ont été inoculées et incubées à la température optimale de croissance pendant 24 à 48 heures.
Test d ’hémolyse
La gélose à base de sang (Cole-Parmer, Canada) a été ensemencée par épuisement avec les 
bactéries à partir de colonies croissantes sur milieu TSA. L’incubation a été menée entre 24 à 48 heures 
à 37°C. La capacité d’hémolyse se traduisait par la formation d ’un éclaircissement autour des colonies.
Utilisation du système BIOLOG pour l’identification microbienne des isolats
Les souches à tester ont été préparées suivant le protocole fourni par BIOLOG 
http://www.biolog.com/pdf/milit/00P%20185rA%20GEN%20IIl%20MicroPlate%20IFLf%20Mar2.pdf.
L’inoculation de la microplaque GP2 a été effectuée en déposant 150jxl de la suspension bactérienne
0
dans chacun des puits. L’incubation se poursuit dans une chambre humide à 30 C pour une durée de 16 
à 24 heures. Pour faciliter la lecture des réactions, la plaque GP2 a été déposée sur une source 
lumineuse. L’intensité de la coloration de chaque puits a été alors saisie par le lecteur BIOLOG. Cette 
coloration pourpre est produite par la réduction de l’indicateur, le nitro bleu tétrazolium, en un composé 
coloré le formazan. Cette réduction se produit seulement si le substrat dans le puits est utilisé par la 
souche testée. Le puits Al doit être incolore, car il ne contient pas de tétrazolium.
L’identification est réalisée en jumelant le profil métabolique de la bactérie à identifier à celui 
de l’espèce bactérienne présentant le plus de similarité dans la base de données du système BIOLOG 
par le logiciel GEN1II Microbial Identification System. Le logiciel compare le profil métabolique de la 
bactérie testée à ceux des bactéries à Gram-positif de sa base de données. L’identification s’appuie 
principalement sur les deux valeurs qui suivent. La similarité est un indice reflétant le degré 
d’appariement entre le profil métabolique de la bactérie à identifier et celui de la bactérie proposée par 
le système BIOLOG. Une valeur proche de 1 indique une identification fiable. La distance indique le
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nombre de puits dont les résultats sont différents entre la bactérie inconnue et celle proposée par le 
système BIOLOG. L’identification est plus fiable si cette valeur se rapproche de zéro (Biolog). 
Séquençage partiel des gènes codants pour l ’ARN ribosomal 16S et la sous-unité béta de l ’ARN  
polymérase (rpoB)
L’ADN génomique de l’isolat 1794 a été isolé par la méthode d’extraction par phénol décrite 
par (Sambrook et al., 1989). Le gène codant pour l’ADNr 16S a été amplifié par PCR avec les amorces 
universelles, 926/20 BSR (5 ' -GGGT G A ATTYYTTTRAGTTT-3 ' ) et 8/20 BSF (5'- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'). Le programme de PCR incluait une période de 5 min à 94°C, 
puis 35 cycles de 1 min à 94°C, 1 min à 47.9°C, 1 min à 72°C et enfin un période de 10 min à 72°C. 
Après amplification, le produit PCR a été purifié en utilisant le Kit GFX™ PCR DNA and GEL Band 
purification (GE Healthcare, United Kingdom). Le produit de PCR purifié a été envoyé à Génome 
Québec pour le séquençage. La séquence de la sous unité béta de l’ARN polymérase (rpoB) des isolats 
612, 589 et 1794 a été déterminée en suivant le protocole décrit par (Dahllof et al., 2000) .
3. Résultats
3.1 Observations microscopiques
En culture liquide, la souche productrice de la Csnl794 observée sous microscope est 
unicellulaire, de forme bacillaire de dimension d’environ 1 x 0.2pm. Ces bacilles sont parfois organisés 
en courtes chaines. Le résultat obtenu par coloration gram a révélé qu’il s’agit de bactéries à Gram 
positif.
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3.2. Tests métaboliques sur microplaques GP2 du système BIOLOG
Les tests métaboliques sur microplaques GP2 du système BIOLOG, ont été réalisés sur les 
isolats 1794, 612 et 589 produisant des chitosanases thermostables. Les résultats obtenus résumés dans 
le tableau 16, indiquent que les trois isolats ont des profils métaboliques différents. L’identification 
réalisée par le système BIOLOG propose Paenibacillus polymyxa pour l’isolât 1794, Bacillus 
laevolacticus pour l’isolat 612 et Bacillus licheniformis pour l’isolat 589. Cependant, les valeurs de 
similarité et distance sont plutôt éloignées des valeurs optimales de 1 et 0 , respectivement, ce qui rend 
ces identifications douteuses. Il est néanmoins intéressant de constater que les espèces proposées par 
BIOLOG concordent avec la forme bacillaire observée pour nos isolats.
Tableau 16. Résumé des résultat obtenus par Biolog : liste de puits positifs
Iso lats
1, HIin 589
Source de a- Cyclodextrin a- Cyclodextrin o- Cyclodextrin
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3.3. Tests moléculaires : séquençage partiel des gènes de l’ARN ribosomal 16S et rpoB
L’identification de la souche productrice de la Csnl794 a d’abord été réalisée par la 
détermination de la séquence partielle du gène codant pour l’ARN ribosomal 16S. La région 
hypervariable du gène a été amplifiée par PCR en utilisant des amorces universelles pour les régions 
conservées adjacentes. La séquence obtenue (voir séquence 1, numéro d’accession GenBank JN688151) 
a été analysée avec BLAST. Cette analyse a montré que l’isolat 1794 appartient au genre Paenibacillus. 
La séquence obtenue pour notre isolât a été presque identique avec celle publiée pour deux autres 
espèces: P. favisporus et P. cineris (résultat non montré). Ce résultat était loin d’être satisfaisant, car la 
description des propriétés physiologiques de ces deux espèces dans la littérature ne correspond pas à 
celles de l’isolat 1794 (Logan et al., 2004; Velazquez et al., 2004) ..
Séquence 1: Séquence partielle du gène codant pour l’ARN16S de Paenibacillus sp. 1794
LOCUS P a e n i b a c i l l u s  s p .  1 7 9 4 ;  rRNA 1 6 S  g e n e  p a r t i a l  s é q u e n c e  645 b p  
ORIG IN
1 GGGTATCTAA TCCTGTTTGC TCCCCACGCT TTCGCGCCTC AGCGTCAGTT ACAGCCCAGA'
61 GAGTCGCCTT CGCCACTGGT GTTCCTCCAC ATATCTACGC ATTTCACCGC TACACGTGGA
121 ATTCCACTCT CCTCTTCTGC ACTCAAGTCA CCCAGTTTCC ÂGTGCGAACC AAGGTTGAGC
181 CTTGGCCTTA AACACCAGAC TTAAATGACC GCCTGCGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC
2 4 1 GGACAACGCT TGCCCCCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGGC ACGTAGTTAG CCGGGGCTTT
301 CTTCTCAGGT ACCGTCACTC CGATAGCAGT TACTCTACCG GACGTTCTTC CCTGGCAACA
361 GAGCTTTACG ATCCGAAAAC CTTCATCACT CACGCGGCGT TGCTCCGTCA GGCTTTCGCC
4 2 1 CATTGCGGAA GATTCCCTAC TGCTGCCTCC CGTAGGAGTC TGGGCCGTGT CTCAGTCCCA
481 GTGTGGCCGT TCACCCTCTC AGGTCGGCTA CGCATCGTCG CCTTGGTGAG CCGTTACCTC
5 4 1 ACCAACTAGC TAATGCGCCG CAGGCCCATC CGCAAGTGAC AGATTGCTCC GTCTTTCATC
601 ATCCCCTCAG GAGAGGAAAT GAGATATCCG GTATTAGCTC ACGTT
La méthode de taxonomie moléculaire basée sur le séquençage de segments du gène rpoB 
codant pour la sous-unité beta de l’ARN polymérase est reconnue comme ayant plus de résolution que 
celle basée sur l’ARN 16S. Selon plusieurs auteurs, elle permettrait de distinguer même entre des 
espèces très proches. (Mollet et al., 1997) . Nous avons séquencé un segment particulier, appelé
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quelquefois « fragment DGGE », car, il a été utilisé dans des études d’écologie microbienne employant 
la technique d’électrophorèse d’ADN en gradient dénaturant (DGGE) (Da Mota et al., 2004) . La 
séquence obtenue est désormais incluse dans la base de données GenBank (voir séquence 2; numéro 
d’accession JN688152). Nous avons également séquencé le segment correspondant des isolats 589 et 
612 (séquences non montrées). L’alignement des séquences obtenues avec celles du gène rpoB d’autres 
espèces voisines a été effectué à l’aide du logiciel ClustalX2. Un arbre phylogénétique a été bâti suite à 
cet alignement grâce au logiciel MEGA4 (figure 25).
Séquence 2: Séquence partielle du gène codant pour la sous unité beta de TARN polymérase 
(rpoB) de Paenibacillus sp. 1794
LOCUS P a e n i b a c i l l u s  s p .  1 7 9 4 ;  r p o B  g e n e  p a r t i a l  s e q u e n c e  374 b p
O RIG IN
1 AACATCGGTT TGATCAACTC CTTGTCTÀCG TTCGCACGGA TCAATGAATA CGGCTTTATC
61 GAAGCTCCGT ACCGTTGGGT CGATCCAAAG ACGGGTGTCG TAACAGATCA GATCGACTAC
1 2 1  CTGACAGCTG ATGAGGAAGA CAACTATGTG GTCGCACAGG CAAACGCAAA GCTGAATGAA
1 8 1  GACGGCÂCGT TTGCGGAGGA TATGGTTATC GTCCGTTACA ACAAGCAGTC CGACAACATC
2 4 1  TTGCCGATGC CGAGCGTTCG CGTGGATTAC ATGGACGTTT CGCCGAAACA GGTCGTGTCA
3 0 1  GTCGCAACGG CGCTCATTCC GTTCCTCGAG AACGATGACT CCGACCGCGC CCTGATGGGT
3 61 ACCAACATGC AACG
Tel que montré sur la figure 25, les isolats 1794, 589, 612 et 1818 (1818 isolât producteur de la 
Csnl818 identifiée dans le chapitre 2 section 3.2) se retrouvent dans le même cluster à l’intérieur du 
genre Paenibacillus. En effet, l’analyse bootstrap montre que ces isolats forment un embranchemment 
solide, malgrés qu’ils sont issus de procédures d’enrichissement complètement différentes.
En résumé, les tests d’identification moléculaire confirment T appartenance des isolats 1794, 612 et 589 
au genre Paenibacillus. Ils montrent, en même temps, qu’aucun de ces isolats n’appartient à une espèce 
pour laquelle la séquence partielle de rpoB avait déjà été déterminée. Il est intéressant de constater que 
ces trois isolats, tous sélectionnées pour leur capacité de produire des chitosanases thermostables, 
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Figure 25. Phylogénie moléculaire basée sur l’homologie des séquences nucléotidiques du gène 
codant pour la sous unité beta de l’ARN polymérase (rpoB) de Paenibacillus
Arbre établi par la méthode Neighbour-Joining avec analyse bootstrap réalisée par le logiciel MEGA4. Les valeurs au-dessus'des nœuds 
correspondent aux valeurs de bootstrap. B ; Bacillus, P ; Paenibacillus.
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3.4. Tests physiologiques
Les résultats des tests physiologiques réalisés sont présentés dans le tableau 17. Les tests ont été 
effectués pour l’isolat 1794 et pour quatre autres souches qui semblaient être apparentées à notre isolât 
selon les tests moléculaires, Paenibacillus cineris(2), Paenibacillus macerans(3), Paenibacillus 
sanguinis(4) et Paenibacillus favisporus(5\  En outre, nous avons comparé nos résultats avec ceux publiés 
pour deux autres espèces : Paenibacillus polymyxa(1), Paenibacillus fonticolcf® (Chou et al., 2007; Lee 
et al., 2007; Logan et al., 2004; Roux and Raoult, 2004; Velâzquez et al., 2004) .
Les tests physiologiques confirment les résultats des tests moléculaires en montrant que l’isolat 1794 
diffère de toutes les espèces caractérisées auparavant. À titre d’exemple, on peut noter la différence 
entre Paenibacillus sp.1794 et Paenibacillus favisporus au niveau des tests oxydase, catalase et 
production de nitrate, ainsi que la croissance à 55°C et 5% NaCl. Aussi, dans le groupe testé, seul 
Paenibacillus sp.1794 peut utiliser le ribose et le glucose comme source de carbone. En comparaison 
avec Paenibacillus sanguinis, on peut noter que contrairement à Paenibacillus sp.1794, il n ’y a aucune 
croissance observée sur 5% de NaCl cependant; elle dorme un résultat positif avec le rouge de méthyl. 
P. sanguinis utilise le glycérol ou le sorbitol comme source de carbone, mais pas la N- 
acetylglucosamine. En fin, au niveau de l’hémolyse, en note sa différence avec Paenibacillus polymyxa 
qui était la seule à donner un résultat positif.
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Tableau 17. Comparaison des caractéristiques phénotypiques de Paenibacillus sp.1794 avec 
d’autres espèces de Paenibacillus proches phylogénétiquement
P ro d u c tio n  de
C ro issance  à
U tilisation  de
H y d ro lyse  de
A cide à  p a r t i r  de
T ests/Souches 1 2 3 4  5 6 P .sp l7 9 4
Tem p.de croissance (°C) 30 nt 30 N t 37 nt 45
Catalase + 4 4 - 4 4 4
Oxidase - 4 4 - 4 4
...................
4
Tyrosinase - - _ - nr
i. Caseinase a. W/4 -/+ nr '+
Amylases 4 4 + N t 4 nr 4




RM nr - 4 _ . nr
j'V P VA V(W)/- .+/- • ;. _ .. _ ■ ".y.
Hém olyse 4 - - . _ nr _
Gaz à partir de glucose • • „ nr
■i ■ j
44°C 4 4 4 4 4 4 4
. 5 o °c  : , • ' , : ■>. •. - ’ • •: ' ' ï y Z 4
55°C nr 4 nd - 4 nr 4
5%  Naci ■; : ’ ■ ■ - . . ■ _ .. -■ W nr
1
w - |
M annitol + + 4 4 4 _ 4
Sorbitol . nr 4 * N t . 4 nr 4 ' ' ■;
X-gal nr 4 4 4 4 4 4
ONPG n r 4. 4 4. ; 4 4
D-G lucosam ine nr - +t Nt _ nr +t
N-A cetylglucosam ine ' - 4 - 4 4 _ 4f
L-Arabinose 4 4 4 N t 4 nr 4
Glycerol 4 - 4 _ - nr .  ■
Sorbitol 4 V(W) 4 Nt _ nr _
Ribose 4 4 ‘+t . nr
n
4- (
D-X ylose 4 4 4 4 4 nr 4
Glucose 4 4 4 - + -
i[
4 j
(1)P. polymyxa, (2) P. cineris, (3) P. macerans, (4) P. sanguinis, (5) P. favisporus, (6) P.s fonticola. .nt: non testé, nr: non rapporté pa r la 
littérature, W: “W eak” réaction positive de faible intensité, VrV ariable 26-74%  positive, V(W): V ariable e t faible lorsque positif, 
R ésultat nettement positif (signal plus intense que d ’autres souches positives).
4. Discussion
L’isolat 1794 producteur de la chitosanase thermostable Csnl794 a été identifié comme une 
bactérie appartenant au genre Paenibacillus, nommée Paenibacillus sp.1794. En effet, même si les 
résultats obtenus par les tests métaboliques réalisés par le système BIOLOG ne sont pas vigoureux, ils 
nous mis tout de même sur la voie du genre Paenibacillus. Aussi, l’appartenance de l’isolat 1794 a été 
confirmée par le séquençage partiel des gènes codant pour l’ARNlôS et la sous-unité beta de l’ARN 
polymérase (rpoB). Les tests physiologiques réalisés exposent certaines différences entre Paenibacillus 
sp.1794 et les autres souches qui lui sont apparentées selon les tests moléculaires.
En revanche, d’autres tests seraient nécessaires pour classifier l’isolat 1794. Le genre 
Paenibacillus est caractérisé par une paroi cellulaire contenant du peptidoglycane avec de l ’acide méso- 
diaminopimélique ; son ménaquinone prédominant est le MK-7 et les principaux acides gras sont 
l’antéiso-C15: 0, l'iso-C 16: 0 et C16: 0 (Zhang et al., 2012) . Il serait utile d’établir s’il en est de même 
pour l’isolat 1794. De plus, des expériences d’hybridation entre l’ADN génomique de l’isolat 1794 et 
de certaines espèces voisines déjà établies dans la littérature permettraient d’appliquer un autre critère 
utilisé dans la taxonomie microbienne. En effet, il est d’usage d’inclure à l’intérieur d’une même espèce 




Séquence du segment génomique (« clone 18 ») de Paenibacillus sp. 1794 incluant le gène de la
chitosanase
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3 0 a g t t g a g c g t
3 6 c g t t c a a g t c
4 2 a a g c g a t g g a
4 8 g g t t c t c g a g
5 4 a g c a g t a c c g
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6 6 g t a a t a t a t c
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2 1 0 c c g c c a a a c a
2 1 6 a a g c t c c t c c
2 2 2 t a t g t g g c c t
2 2 8 a t g g c c g g g g
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g a a a t g g t g a
t c a c t c g c c c
g g t t t f c t a t g
g a a a t g c g g c
a c a g g a a g t a
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t t g g t g g a c c
c c c t t g t a t g
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a g c g c t t t a a
g a t g g c g t c c
t g a a a t t a a a
a g c c g t t c t g
g c c g a a c a a g
t g t a a c c c a g
t t a c c t g a a g
g g t g t c a g a a
c a g c g c g c a g
t a a t c c g t a c
t t c c g c c a c t
g g g c a g c a g c
g c a a a a c g a c
t t c c t a c g c t
g c a g g c g a c c
t t c g a t t t a t
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c g c c t a t a a t
c a a c c g g g c c
c a a c c c g g g c
c a g c g g c g c c
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c a g c a t c a a g
g g g g a a g c c t
g t t t g g c t a t
g t t t g c t c a c
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c c t t t c t c c a
g c a t c c g c c t
c g c g g a a c c t
t c g c g g c c g t
a c g a g g g t c g
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g g a
t c c g t t t c g g
c g c c a a t g g t
c c g t a t c g a g
g g a t c c f c t c c
t a a g c c a t g g
t g t c c g t g a c
c c g c g g a g t c
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c g g g c g g t t a
g g a g c g t a a t
a t t t g t t g t c
c c t t t c c c t c
a c c a c g a t g g
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g c g c a t g g c t
a c c t a t t t t a
t t g a t g g c a t
g a c g g c g a t a
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g t g a a c c a g a
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c t g a a t c a g c
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t t t t t c g c c c
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c t g t t c t c g c
g t c t a t g g g a
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c c a g c a g t t c
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c c t g a a a t a g
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g g t c c t c g a t
c g g g c g g g c t
g c g g c g t a t a
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a t t t g c c g g a
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c g c t c a t g t g
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t g g a g a g t g g
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g c c c t g g a c g
a g c g g a g c g c
a t c a c c g c c c
a c c g a t c c g t
a a t c c c g t t c
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g g t a t c c g c a
a g g g a g g c t t
t a g a c c a t a t
t g c a g c t g t t
a a t a g a g a a a
t g t g a t c t g c
a t a a c c t g t t
a g a t t t t c a t
g c c g g a t t t g
g g c t c g a t c a
t g g g a c a g c t
t a c g a t t c a a
c t g a t g g c c g
a c c g a g c a t c
c a g a a t g t t g
c t g t t g g c g g
a a t a t c a t c a
g g c g a t t g g g
a a c c a t c t g a
a a a a c c t a c t
c c c g a c t t t g
g a t a c g a c c g
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a t c a a a g g c a
a g t g t c a t c g
a c t t c c t c g t
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t g g t g g a c g t
g c c g c a a t t g
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g c c a c a g c a g
c g a t g c g g c c
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c c g t c t c g a c
t c a t c a t a c g
g g c c g a c g a a
g c c g g a t c g c
g c a g c g t g t c
g g a a c g c c g c
g c a g g c c g a g
c g a c g a a c t g
a t a g g t g t a g
g g t c a t g g g t
g a c a t c c g a a
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g g a g c g g c t t  '
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c g c c t a c t g c
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c t a a t a t t a a
t g c c c g c g c c
t c c t a a t c t a
t a a g c g g c a a
c g c t g g c g g c
a g c c g a g t c a
g g a a a t c a g c
g c g g c g c g a c
g a t a c g a c a g
c c a g c g a c a a
a a g g a g c c g a
a c a a g c a g t g
a t g c c a t t a t
c t a c c g a c g g
a g g c g t t c c a
c c a t t a t c a a
t c g t c t a c t c
a c g g c t c c t a
t g a c c g g c g a
a g g t g a a c a g
g t t c g t a t a a
c g a a c c a a a c
a c t a t g a a g a
a t H H t t t c t
g g c c g g g g c t
t t t g t t g t c a
c t g c a t t t c c
g t c c t t c a t c
g a t g c a g g t g
g f c c g a g c g c g
c g c t g t g g c a
g g t a t c g a g a
c c g g g c g a g c
g c t g a a c a g c
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a c c t c t t g t c
g a a a g g t t c c
Coordonnées des gènes: Régulateur transcriptionnel de la famille AraC (fragment) : 1 -  578; 
régulateur transcriptionnel de la famille TrmB\ 747 -  1529; inositol monophosphatase: 1621 -  2421 
protéine de la famille des phosphotransferases: 2515 -  3423; chitosanase de la famille GH8: 3623 -  
4855; protéine de liaison à l’ATP appartenante à un transporteur ABC (fragment): 4950 -  5703
(complément).
Surlignement vert : codon d’initiation de la traduction; surlignement rouge : codon-stop.
